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Zusammenfassung 
Die tertiäre Schwefelverbindung Dimethylsulfoniopropionat (DMSP) wird von marinen 
Organismen (z. B. Algen) und wenigen Landplanzen in hohen intrazellulären 
Konzentrationen synthetisiert und weltweit werden jährlich 109 Tonnen hergestellt. DMSP 
dient den Produzenten als Osmolyt und gelangt z. B. durch Lyse der Zellen in Folge einer 
viralen Infektion ins Meerwasser. DMSP ist als Vorläufermolekül von Dimethylsulfid (DMS) 
ein wichtiger Bestandteil des globalen Schwefelkreislaufes und nimmt indirekt Einfluss auf 
das weltweite Klima. Mitglieder der Gattung Bacillus kolonisieren eine Vielzahl 
unterschiedlicher Habitate (u. a. marine Sedimente) und haben daher Zugang zu DMSP. Eines 
der best untersuchten Mikroorganismen aus der Gattung Bacillus ist B. subtilis. Ein 
Forschungsschwerpunkt von B. subtilis liegt auf seiner Anpassungsfähigkeit (z. B. 
Osmoregulation) und Adaption an sich stetig verändernde Umweltbedingungen.  
 
Mit einem definierten Set von B. subtilis Stämmen wurden die protektiven Eigenschaften von 
DMSP als kompatibles Solute bei Salz-, Kälte - und Hitzestress aufgedeckt. DMSP wird von 
B. subtilis nicht verstoffwechselt, sondern dient einzig als kompatibles Solut. Auch natürliche 
und synthetische Derivate zeigten Osmoprotektion und teilweise Kälteprotektion bei 
gestressten B. subtilis Zellen. Wie bereits für andere kompatible Solute gezeigt wurde nimmt 
auch DMSP und seine Derivate Einfluss auf die de novo Synthese des intrazellulären Prolin 
Pools und auf das osmotisch induzierte opuA Operon. DMSP und seine Derivate reprimieren 
die Expression der Gene für die Prolinbiosynthese und die Expression des OpuA Transporters 
bei hoher Osmolarität des Wachstumsmediums. Die Akkumulation von DMSP in allen 
Stressbedingungen erfolgte über die ABC Transporter OpuA und OpuC, wobei sich OpuC als 
Hauptransporter von DMSP und seinen Derivaten herausstellte. Der OpuC Transporter besitzt 
ein breites Spektrum an kompatiblen Soluten die durch das extrazelluläre Subtratbindeprotein 
(SBP) OpuCC gebunden werden. Mit Bindungsassays und einem in silico Modell konnte die 
Bindung von DMSP charakterisiert werden. Die Subtratspezifität des OpuC Transporters ist 
bemerkenswert, während der OpuB Transporter nur Cholin transportiert. Der OpuB 
Transporter ist aus einer Genduplikation des OpuC Transporters im Laufe der Evolution 
enstanden und hat sich auf die Aufnahme von Cholin spezialisiert. Mit bioinformatischen 
Analysen, Mutagenese der extrazellulären SBP von OpuBC und OpuCC und mit 
Kristallisationsstudien des mutierten OpuBC Proteins wurde die molekulare Anpassung im 
Hinblick auf die Substratspezifität der OpuB und OpuC Systeme beschrieben.  
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Summary 
The tertiary sulfonium compound dimethylsulfoniopropionate (DMSP) is produced in vast 
amounts by marine macroalgae and phytoplankton and also by a restricted number of plants. 
These organisms used DMSP as a stress protectant and upon cell lysis or viral infection 
DMSP can be released into open ocean water. It is an integral constituent of the global sulfur 
cycle and DMSP is the precursor of the climatically active gas DMS. Members of the genus 
Bacillus can colonize a great variety of ecosystems and certainly have access to DMSP. In B. 
subtilis the protection against abiotic stress are well characterized, but it is unknown whether 
it catabolizes DMSP and/or can derived stress protection from DMSP. 
 
With a well characterized set of B. subtilis strains has been found, that DMSP is not a nutrient 
for B. subtilis, but it served as an excellent stress protectant against salt, cold and heat 
challenges. Also its natural selenium and synthetetic derivatives served as osmostress and 
partially cold stress protectant, but DMSP was the more effective stress protectant. DMSP and 
its derivatives influenced the size of the osmostress-adaptive proline pool and reduced the 
salt-induced expression of the opuA operon. DMSP uptake by osmotically and temperature-
stressed B. subtilis cells are mediated by the ABC transporter OpuA and OpuC. The OpuC 
transporter was the main transporter not only for DMSP uptake, but also for its natural and 
synthetic derivatives. The ABC transporter OpuC is a remarkable osmolyte import system, 
because its substrat specificity is extremely broad. In contrast, the related OpuB transporter 
exhibited transport activity only for choline. The OpuB transporter were developed due a gene 
dublication event out of the OpuC transporter. With bioinformatics assessment, site-directed 
mutagenesis and crystallographic studies were the molecular determents of the ligand 
binding-site characterized.  
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1. Einleitung 
Im Jahr 150 v. Chr. beschloss der römische Senat die Zerschlag des karthagischen Reiches. 
Ein Jahr später rückten römische Truppen aus um die Stadt Karthago zu belagern. Nach drei 
Jahren Belagerung eroberten die römsichen Truppen innerhalb von sechs Tagen die Stadt und 
versklavten die übrig gebliebenden Bewohner. Im Zuge der Zerstörung der Stadt, so sagt die 
Legende, streuten die Römer Salz auf den Boden. Damit wollten sie den Boden für alle Zeiten 
unfruchtbar machen. 
Mikroorganismen kommen ubiquitär in allen Lebensräumen vor und sind damit in der Lage 
jegliche ökologische Nische zu besetzen (Curtis and Sloan, 2004, Earl et al., 2008; Logan and 
De Vos, 2009). Im Laufe der Evolution haben sich Mikroorganismen an verschiedenste 
abiotische Bedingungen wie Temperatur, Druck, Osmolarität, Strahlung, pH-Wert und an die 
schwankende Verfügbarkeit von Nährstoffen angepasst (Kempf and Bremer, 1998; Aertsen 
and Michiels, 2004). Das Bodenbakterium B. subtilis ist ein gram-positives Bakterium und 
eines der am besten untersuchten Modellorganismen für zelluläre und molekularbiologische 
Studien (Lopez et al., 2008; Earl et al., 2008; Barbe et al., 2009). Als typisches 
Bodenbakterium ist B. subtilis verschiedensten Schwankungen in den 
Bodenumweltbedingungen ausgesetzt. Insbesondere bei Schwankungen in der Osmolarität in 
der Umgebung (z. B. durch Sonneneinstrahlung oder Überschwemmungen) ist B. subtilis in 
der Lage durch verschiedenste Anpassungsstrategien sein überleben zu sichern (Kempf and 
Bremer, 1998; Wood, 1999; Bremer and Krämer, 2000; Oren, 2008). 
1.1 Osmostress Antwort bei B. subtilis 
1.1.1 Anpassung von B. subtilis an osmotische Stressbedingungen in der 
Umwelt 
Regenfälle oder erhöhte Sonneneinstrahlung nehmen großen Einfluss auf die Verfügbarkeit 
von Wasser im Boden ein (insbesondere in den oberen Schichten) und damit beeinflussen sie 
die Osmolarität in der Umgebung der Mikroorganismen. Damit sich Mikroorganismen teilen 
können benötigen sie ein gegen die Zellwand ausgeübten Druck, der Turgor, der bei B. 
subtilis 1.9 MPa beträgt (Holtje, 1998; Whatmore and Reed, 1990; Holtmann and Bremer, 
2004). Der Turgur ist abhängig von den gelösten Teilchen im Zellinneren in Relation zu den 
gelösten Teilchen des umgebenden Mediums (Bremer and Krämer, 2000). Schwankungen des 
osmotischen Potentials haben erheblichen Einfluss auf den Wasserfluss zwischen dem 
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Zytoplasma der Zelle und der Umgebung. Bei hyperosmotischen Bedingungen strömt Wasser 
in die Zelle, was den Turgor dermaßen erhöhen kann, dass die Zelle droht zu platzen. Bei 
hypoosmotischen Bedingungen strömt Wasser aus dem Zytoplasma der Zellen, was den 
Turgor verringert und die Aufrechterhaltung der zellulären Prozesse nicht mehr gewährleistet 
(Bremer, 2002; Earl et al., 2008; Pittelkov and Bremer, 2011). Mikroorganismen können 
nicht aktiv ihren Wasserhaushalt steuern, denn Zellmembranen sind durchlässig für Wasser 
(Booth et al., 2007). Einige Mikroorganismen besitzen membrandurchspannende 
Wasserkanäle, die Aquaporine, mit denen sie selektiv Wasser über die Zellmembran 
transportieren können, allerdings sind deren physiologische Rolle noch nicht vollständig 
geklärt (Calamita et al., 1995; Calamita et al., 1998; Soupene et al, 2002 ; Benga, 2012). B. 
subtilis besitz keine Aquaporine, sondern steuert den Wasserhaushalt vielmehr direkt über 
eine gezielte Änderung des osmotischen Potenzials im Zytoplasma der Zelle (Kempf and 
Bremer, 1998; Wood, 1999; Bremer and Krämer, 2000; Tanghe et al., 2011). 
1.1.2 „Salt-out“ Strategie  
Wie bereits vorher erwähnt, muss B. subtilis bei hyperosmotischen Bedingungen (hohe 
Salzkonzentrationen im umgebenden Medium) sein osmotisches Potenzial im Zytoplasma 
beibehalten. Neben anderen halotoleranten Bakterien verfolgt B. subtils dabei die „Salt-out“-
Strategie (Bremer and Krämer, 2000). In Abbildung 1 ist die „Salt-out“-Strategie 
zusammengefasst, die aus zwei aufeinander folgenden Anpassungstrategien besteht. Im ersten 
Schritt werden K+-Ionen durch die Transporter KtrCD und KtrAB transportiert, was zur 
Stabilisierung des Turgors führt. Beide Transporter transportieren neben K+-Ionen vermutlich 
zusätzlich auch Na+-Ionen (Holtmann and Bremer, 2004; Corratge-Faillie et al., 2010). Sehr 
hohe Kalium Konzentrationen im Zytoplasma sind aus noch nicht vollständig verstandenen 
Gründen toxisch für die Zelle. Unter anderem wirken sich die hohen Konzentrationen 
hemmend auf die Proteinbiosynthese aus. Daher werden die K+-Ionen im zweiten 
Anpassungsschritt durch kompatible Solute ersetzt. Die kompatiblen Solute werden durch 
spezialisierte Transportsysteme, die Opu Transporter (Osmoprotectant uptake), in dass 
Zellinnere transportiert (siehe Opu Transporter 1.3) (Bremer, 2002). Verschiedenste 
kompatible Solute können von B. subtilis über die ABC-Transporter OpuA, OpuB und OpuC 
bzw. über die sekundären Transporter OpuD und OpuE akkumuliert werden (Kempf and 
Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Kappes et al., 1999; Bremer, 2002; Bashir et al., 2014a,b). 
Kompatible Solute fungieren aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften als neutrale Osmolyte, 
die das osmotische Potenzial ausgleichen und als „chemische Chaperone“, die unter anderem 
Proteine stabilisieren (siehe 1.2). 
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Neben der Aufnahme von kompatiblen Soluten kann B. subtilis Glycin Betain aus Cholin und 
Proline de novo synthetisieren (siehe 1.2.3 und 1.2.4). Aus energetischen Gründen werden die 
Solute hauptsächlich bei nicht Vorhandensein von externen kompatbilen Soluten synthetisiert 
(Oren, 1990; Pittelkov and Bremer, 2011; Brill et al., 2011 a,b; Nau-Wagner et al., 2012). 
Sind externe kompatible Solute (z.B. Glycin Betain) aufgenommen worden können sie 
Einfluss auf die Expression von osmotisch induzierten Genen nehmen, z.B. wird die 
Prolinbiosynthese über das proHJ-Operon beeinflusst (Brill et al., 2011 a,b) oder der 
Expression des opuA Operons von Glycin Betain reprimiert (Hoffmann et al., 2013; Bashir et 
al., 2014a,b; Kohlstedt et al., 2014).  
 
	  
Abbildung 1: Osmostress Antwort bei B. subtilis. B. subtilis Anpassungsstrategie unter hyperosmotischen 
Bedingungen besteht aus zwei Antworten. Im ersten Schritt werden K+-Ionen akkumuliert, die im zweiten 
Schritt durch kompatible Solute ersetzt werden. Durch diese Anpassungsschritte ist es B. subtilis möglich sein 
Turgor aufrechtzuerhalten und unter hochosmolaren Bedingungen zu wachsen. Außerdem ist B. subtilis in der 
Lage Glycin Betain über Cholin als Vorläufermolekül zu synthetisiren (Nau-Wagner et al., 2012) und Prolin 
unter diesen Bedingungen de novo zu synthetisieren (Brill et al., 2011a). Quelle: modifiziert nach Pittelkov and 
Bremer, 2011. 
1.2 Kompatible Solute 
Kompatible Solute sind wasserlösliche, ladungsneutrale, organische Substanzen (Zwitterion), 
die bis zu hohen molaren Konzentrationen im Zytoplasma akkumuliert werden können, ohne 
Einleitung	   	   17	  
dabei den Zellmetabolismus zu beeinflussen (Csonka, 1989). In Abbildung 2 sind die 
chemischen Strukturen wichtiger kompatibler Solute gezeigt. Die verschiedenen kompatiblen 
Solute lassen sich verschiedenen Stoffklassen zuordnen: den Aminosäuren und 
Aminosäurenderivate (z. B. Glutamat, Prolin, Ectoin und Prolin Betain), den Zuckern (z. B. 
Trehalose), den Trimethylammonium-Verbindungen und deren Sulfonium-Analoga (z. B. 
Glycin Betain, Carnitin und DMSP) und den Sulfatestern (z. B. Cholin-O-Sulfat) (Kempf and 
Bremer, 1998; Bremer and Krämer, 2000; Pittelkov and Bremer, 2011). 
 
 
Abbildung 2: Übersicht verschiedener kompatibler Solute. Hier sind Strukturformeln wichtiger kompatibler 
Solute in Mikroorganismen dargestellt. In dieser Arbeit sind Glycin Betain und DMSP die kompatiblen Solute 
die im Vordergrund stehen.  
Kompatible Solute wirken als Osmoprotektiva, schützen die Zelle bei Kälte und Hitze, 
stabilisieren Nukleinsäuren, stabilisieren Membranen und Unterstützen Proteine bei ihrer 
korrekten Faltung (Holtmann and Bremer, 2004; Hincha and Hagemann, 2004; Pastor et al., 
2010; Hoffmann and Bremer, 2011, Bashir et al., 2014a,b). Da sie Proteine beim korrekten 
falten unterstützen, werden sie auch als „chemische Chaperone“ bezeichnet, diese 
proteinstabilisierende Wirkung konnte bereits in vivo und in vitro gezeigt werden (Lippert and 
Galinski, 1992; Diamant et al., 2001; Arora et al., 2004; Street et al., 2006). Ihre 
unterstützende Eigenschaft wird dabei durch das „preferential exclusion model“ erklärt (siehe 
Abbildung 3) (Blasiak  et al., 2006; Pastor et al., 2010). In dem Modell sind die kompatiblen 
Solute aus der Hydrathülle des Proteins ausgeschlossen. Dadurch lagern sich die Solute in ein 
gewissen Abstand um das Protein herum an und unterstützen dabei das Protein seine native 
Konformation einzunehmen. 
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Abbildung 3: Kompatible Solute als „chemisches Chaperone". Gezeigt ist die Stabilisierung eines Proteins 
mit dem kompatiblen Solute Ectoin. (A) Natives Protein mit Hydrathülle. (B) Kompakt gefaltetes Protein wo die 
Hydrathülle von Ectoin verdrängt wird. In hyperosmotischen Bedingungen sorgt es für die Aufrechterhaltung der 
nativen Konformation des Proteins. Quelle: Pastor et al., 2010.   
Eines der weitverbreitesten und effektivsten kompatiblen Solute ist Glycin Betain, es kommt 
in Mikroorganismen (z. B. in B. subtilis), in Pflanzen und selbst in menschlichen Organismus 
vor (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Yancey, 2005; Lever and Slow, 2010; 
Giri, 2011; Goel et al., 2011). Glycin Betain kann von B. subtilis über Cholin als 
Vorläufermolekül synthetisiert werden (siehe 1.2.3) oder durch die ABC-Transporter OpuA, 
OpuC und OpuD aufgenommen werden (siehe Abbildung 1). In den letzten Jahren hat DMSP 
als Umweltrelevantes kompatibles Solut an Bedeutung gewonnen, dass in riesigen Mengen 
von marinen Algen und Phytoplankton synthetisiert wird (siehe 1.2.1). Physiologische und 
kinetische Studien von DMSP in osmotisch gestressten B. subtilis Zellen waren eines der 
Schwerpunkte in dieser Arbeit.  
1.2.1 Das umweltrelevante kompatible Solut DMSP 
Das kompatible Solut DMSP wird in riesigen Mengen (109 Tonnen pro Jahr) von marinen 
Algen und Phytoplankton produziert und ist ein wichtiger Bestandteil des weltumspannenden 
Schwefelkreislaufs und wird sogar in der Krebstherapie eingesetzt (Carlson et al., 1987; 
Kiene et al., 2000; Kiene and Linn, 2000; Hehemann et al., 2014; Nakajima et al., 2014). 
Neben marinen Mikroorganismen wird es auch von Landpflanzen produziert (Yoch, 2002; 
Otte et al., 2004; Curson et al., 2011; Reisch  et al., 2011; Moran et al., 2012). Die Synthese 
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von DMSP startet mit der Aminosäure L-Methionin und führt über mehrere enzymatische 
Reaktionen zum Endprodukt DMSP, allerdings unterscheiden sich die einzelnen Schritte im 
Syntheseweg bei den verschiedenen DMSP produzierenden Organismen (Challenger and 
Simpson, 1948; Green, 1964; Barnard et al., 1984; Hanson et al., 1994; Rainia et al., 2013; 
Dickschat et al., 2014). Die unterschiedlichen Synthesewege haben sich vermutlich 
unabhängig voneinander entwickelt (Dickschat et al., 2014). Bei den Produzenten fungiert 
DMSP als Osmolyt und Anti-Stress Molekül in salzreichen Umgebungen, kann aber auch von 
Nichtproduzenten aufgenommen werden, die es als Osmoprotektiva oder als Nährstoffquelle 
nutzen können (Karsten et al., 1992; Kiene et al., 1999; Welsh, 2000; Sunda et al., 2002; 
Todd et al., 2007; Curson et al., 2011a,b; Rinta-Kanto et al., 2011; 2012; Levine et al., 2012; 
Todd et al., 2012; Murdock et al., 2014). Daneben ist es ein wichtiger Bestandteil im 
weltweiten Schwefelkreislauf und wird mit dem weltweiten Klima in Verbindung gebracht 
(siehe Abbildung 4) (Vallina and Simó, 2007; Hehemann et al., 2014).  
 
Abbildung 4: Biosynthese und Schicksal von DMSP. DMSP wird von marinen Algen und Phytoplankton aus 
L-Methionin akkumuliert und kann durch Lyse oder virale Infektionen der Zellen ins Seewasser gelangen und 
von Nichtproduzenten aufgenommen werden. DMSP wird über zwei enzymatische Stoffwechselwege 
katabolisiert (Reisch et al., 2011; Todd et al., 2012). Die Demethylierung von DMSP stellt eine wichtige 
Schwefel und Kohlenstoffquelle vor Mikroorganismen dar und ist der  Hauptabbauweg von DMSP (Kiene et al., 
1999; Reisch et al., 2011). Ein alternativer Abbauweg ist die Spaltung von DMSP, die über DMSP Lyasen 
vermittelt wird (Curson et al., 2011a,b). Bei diesem Abbauweg enstehen Acrylate und DMS. DMS kann in die 
Atmosphäre diffundieren und wird dort mit Sulfat-Verbindungen für die Bildung von Wolken in Beziehung 
gebracht. (Hehemann et al., 2014). 
DMSP wird von marinen Algen und Phytoplankton produziert und wird durch Lyse, virale 
Infektionen und Abgrassung in das Seewasser entlassen. Dort können kleinste 
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Konzentrationen von µM bis nM nachgewiesen werden (Kiene et al., 1998; Van Duyl et al., 
1998; Vila-Costa et al., 2006). Das freie DMSP wirkt als chemotaktisches Molekül, wird von 
Mikroorganismen aufgenommen und von diesen Mikroorganismen als Osmoprotektiva 
genutzt oder katabolisiert (Karsten et al., 1992; Wolfe et al., 1997; Kiene et al., 1999; Sunda 
et al., 2002; Miller et al., 2004; Curson et al., 2011a,b; Reisch et al., 2011; Moran et al., 
2012). Die Katabolisierung von DMSP kann über zwei Abbauwege erfolgen. Der 
Hauptabbauweg ist die Demethylierung von DMSP und dient als Quelle für Schwefel- und 
Kohlenstoffe für die Mikroorganismen (Kiene et al., 1999; Reisch et al., 2011) Beim 
alternativen Abbauweg wird DMSP in Acrylate und DMS gespalten. Die Spaltung wird über 
das Enzym DMSP-Lyase vermittelt (Karsten et al., 1992; Wolfe et al., 1997; Sunda et al., 
2002; Miller et al., 2004; Curson et al., 2011a,b; Reisch et al., 2011; Moran et al., 2012). Nur 
ein geringer Anteil wird in DMS gespalten (2 - 12%) und kann aus dem Seewasser in die 
Atmosphäre diffundieren (Kiene and Linn, 2000). Hier dient DMS zusammen mit Sulfat 
(SO4-2) als Keim für eine Wolkenbildung. Die CLOW-Hypothese besagt, dass dadurch das 
Phytoplankton das weltweite Klima beeinflussen kann (Sunda et al., 2002; Quinn and Bates, 
2011).  
1.2.2 Aufnahme von kompatiblen Soluten  
Kompatible Solute gelangen durch abgestorbenes Pflanzenmaterial, Wurzelausscheidungen, 
verwesenden Tieren oder durch Mikroorganismen in den Boden und können dann von 
anderen Mikroorganismen aufgenommen werden (Welsh, 2000). B. subtilis besitzt mit den 
Opu Transportern OpuA, OpuB, OpuC, OpuD und OpuE hochaffine und spezialisierte 
Transporter die eine Vielzahl von kompatiblen Soluten in die Zelle transportieren können 
(siehe Abbildung 1) (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Kappes et al., 1999; 
Bremer, 2002). Neben der Aufnahme von kompatiblen Soluten synthetisiert B. subtilis Glycin 
Betain aus Cholin, während Prolin de novo von B. subtilis synthetisiert werden kann (siehe 
1.2.3 und 1.2.4 für Details). Aus energetischen Gründen wird die Akkumulation von 
komptaiblen Soluten von der Zelle bevorzugt (Dinnbier et al., 1988; Oren, 1990; Higgins, 
1992; Akashi and Gojobori, 2002; Pittekov and Bremer, 2011). Glycin Betain wird von 
OpuA, OpuC und OpuD aufgenommen (siehe Abbildung 1). Die Aufnahme von Glycin 
Betain erfolgt in einem hochaffinen Bereich mit Km Werten für Glycin Betain bei OpuA von 3 
µM, OpuC 6 µM und OpuD 13 µM bei Salzstress (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 
1996; Bremer, 2002). Der OpuB Transporter transportiert ausschließlich Cholin mit einem Km 
Wert von 1 µM (Kappes et al., 1999). Der Transporter OpuE transportiert ausschließlich 
Prolin, auch hier besteht eine hohe Affinität von Prolin zum Transporter (Km Wert von 20 
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µM) (von Blohn et al., 1997; Spiegelhalter and Bremer, 1998). Die Opu Transporter 
unterscheiden sich teilweise sehr stark untereinander in ihrer Substratspezifität (siehe 
Abbildung 1 und 8).  
1.2.3 Endogene Synthese von Glycin Betain über Cholin in B. subtilis 
B. subtilis kann über die Transporter OpuB und OpuC Cholin aus der Umwelt aufnehmen. 
OpuB transportiert nur Cholin und sonst keine anderen kompatiblen Solute, während OpuC 
ein breites Substratspektrum besitzt (siehe Abbildung 8). Die kinetischen Parameter der  
Transporter für Cholin bewegen sich im niedrig affinen Bereich vom Km Wert 1 µM bei 
OpuB und Km Wert 38 µM bei OpuC (Kappes et al., 1999). Allerdings ist Cholin nicht 
osmoprotektiv, kann aber zu Glycin Betain katalysiert werden (Boch et al., 1994; Boch et al., 
1996; Boch et al., 1997). Die de novo Synthese von Glycin Betain kann über eine stufenweise 
Methylierung von Glycin erfolgen oder über eine Oxidation von Cholin über verschiedene 
Enzyme, wie bei B. subtilis (Lamark et al., 1991; Waditee et al., 2005; Burkhardt et al., 2009; 
Quaye et al., 2009; Kimura et al., 2010; Nau-Wagner et al., 2012). Sofern Cholin im 
Außenmedium vorhanden ist, wird Cholin bei osmotischen Stress aufgenommen. Im 
Zytoplasma von B. subtilis wird Cholin über zwei Oxidationsreaktionen, an denn die Enzyme 
GbsB (Alkohol-Dehydrogenase) und GbsA (Glycin Betain Aldehyd-Dehydrogenase) beteiligt 
sind, zu Glycin Betain oxidiert (siehe Abbildung 5) (Boch et al., 1996; Boch et al., 1997). Als 
Intermediat der Oxidationsreaktion liegt Glycin Betain Aldehyd vor (Nau-Wagner et al., 
2012). 
 
Abbildung 5: Aufnahme von Cholin und Biosynthese von Glycin Betain in B. subtilis unter 
hyperosmotischen Bedingungen. Cholin wird über die Transporter OpuB und OpuC in der Zelle akkumuliert 
und dort über das gbsAB-Operon zu Glycin Betain katalysiert. Die Aufnahme von Cholin und die Katalyse zu 
Glycin Betain wird über GbsR reguliert. Quelle: Nau-Wagner et al., 2012. 
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Die Expression des gbsAB Operons unterliegt dem Regulator GbsR (Boch et al., 1996; Nau-
Wagner et al., 2012). GbsR fungiert allgemein als Regulator und induziert bei Anwesenheit 
von Cholin im Zytoplasma die Expression des gbsAB Operons und des opuB Operons. 
Allerdings findet keine Induktion bei erhöhter Osmolarität statt. GbsR hat eine moderate 
Bindungsaffinität bei einem Kd Wert von 165 µM für Cholin (Nau-Wagner et al., 2012). Der 
Regulator induziert nicht nur die Expression der Glycin Betain Synthesegene, sondern ist 
auch gleichzeitig für die Repression der Gene verantwortlich. Eine Runterregulierung der 
Gene erfolgt nach einer ausreichenden Synthese von Glycin Betain, die benötigt wird, um den 
osmotischen Stress zu bewältigen (Nau-Wagner et al., 2012). Die Glycin Betain Synthese 
kann auch in andere Organismen übertragen werden. Das codA Gen (kodiert für eine Cholin 
Oxidase) aus dem Bakterium Arthrobacter globiformis wurde in eine transgene 
Tomatenpflanze übertragen, die darauf Salztoleranter wurde (Goel et al., 2011). 
1.2.4 Prolinbiosynthese in B. subtilis  
Prolin ist eine Aminosäure, die für anabole Proteinbiosynthese genutzt wird. In B. subtilis 
existiert, neben dem anabolen Prolinbiosyntheseweg, in dem Prolin ausschließlich für die 
Proteinbiosynthese verwendet wird, noch ein zweiter osmotisch induzierter 
Prolinbiosyntheseweg (siehe Abbildung 6). Durch den zweiten Prolinbiosyntheseweg ist es B. 
subtilis möglich bei osmotischen Stress hohe Konzentrationen an Prolin zu akkumulieren und 
als „chemisches Chaperon“ zu nutzen (Kempf and Bremer, 1998; Wood et al., 2001; Fischer, 
2006; Ignatova and Gierasch, 2006).  
Für eine Vielzahl von Mikroorganismen, wie auch bei B. subtilis, ist L-Glutamat die 
Ausgangsaminosäure  für die Prolinbiosynthese. Bei B. subtilis katalysieren die Enzyme γ-
Glutamat Kinase (ProB, ProJ), die γ-Glutamylphosphat Reduktase (ProA) und die Δ-Pyrrolin-
5-carboxylat Reduktase die Prolinbiosynthese aus Glutamat. Die anabole und die 
osmoadaptive Prolinbiosynthese sind durch die γ-Glutamylphosphat Reduktase (ProA) 
miteinander verknüpft (Brill et al., 2011a).   
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Abbildung 6: Übersicht Prolinbiosynthese in B. subtilis. Die Biosynthese von Prolin erfolgt ausgehend von 
Glutamat über drei enzymatische Reaktionen. Die anabole Prolinbiosynthese erfolgt über ProB, ProA und 
ProG/ProI, während die osmoprotektive Biosynthese über ProJ, ProA und ProH erfolgt. Als Intermediat bei der 
Reaktionen fungiert ProA. Die anabole Prolinbiosynthese wird durch eine Feedback-Hemmung und einer T-Box 
abhängigen Regulation des proBA-Operons und dem proI-Gen reguliert. Dagegen wird das proHJ-Operon  
ausschliesslich osmotisch reguliert. Quelle: Brill et al., 2011a.  
Bei der anabolen Prolinbiosynthese wird Prolin durch die Enzyme ProB, ProA und ProI 
katalysiert. Die Prolinbiosynthese unterliegt einer Regulation auf Proteinebene und einer 
weiteren transkriptionellen Regulation. Bei der Regulation auf Proteinebene wird das Enzym 
ProB durch eine allosterische feedback-Inhibition durch das Endprodukt Prolin reguliert 
(Chen et al., 2007). Daneben wird das proBA-Operon und das proI-Gen durch eine T-Box-
abhängige transkriptionelle Antitermination reguliert (Green et al., 2010). Die Induktion der 
Gene für die drei Enzyme findet nur bei einer Limitation von Prolin in der Zelle statt (Brill et 
al., 2011a). Durch diese beiden Regulationsmechanismen wird freies Prolin in der Zelle auf 
ein Basal-Level von 20 mM gehalten (Whatmore et al., 1990; Zaprasis et al., 2013).  
 
Unter hohen Salzkonzentrationen ist es B. subtilis möglich, hohe Konzentrationen von 500 - 
600 mM freien Prolin in der Zelle zu akkumulieren (Measures, 1975; Whatmore et al., 1990; 
Brill et al., 2011 a,b; Bashir et al., 2014b). Die Prolinbiosynthese erfolgt über die drei 
Enzyme ProJ, ProA und ProH, dabei ist der gebildetete Prolin Pool abhängig von der 
Salzkonzentration (Brill et al., 2011 a; Moses et al., 2012). Das proHJ-Operon unterliegt bei 
kontinuierlichen, als auch bei einem plötzlichen Anstieg der externen Salzkonzentration einer 
starken Expressionsinduktion (Steil et al., 2003). Durch die Anwesenheit von Glycin Betain 
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wird die Expression des proHJ-Operons reprimiert und das freie Prolin wird auf das Basal-
Level gedrückt (Whatmore et al., 1990; Brill et al., 2011 a; Bashir et al., 2014b). Außerdem 
kann B. subtilis Prolin und Prolinpeptide (extern aufgenommen) als Nährstoffquelle nutzen 
(Moses et al., 2012; Zaprasis et al., 2013).  
1.3 Spezifische Transportsysteme vermitteln Akkumulation 
kompatibler Solute unter osmotischen Bedingungen bei  B. subtilis 
Neben der endogenen de novo Synthese von kompatiblen Soluten nimmt B. subtilis bei 
osmotischen Stress, Kältestress und Hitzestress verschiedenste kompatible Solute durch 
spezifische Transporter aus der Umwelt auf (siehe Abbildung 1). Kompatible Solute aus der 
Umgebung werden bei B. subtilis über hochaffine Transportsysteme aufegnommen, die 
Affinitäten im niedrigen µM Bereich aufweisen (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 
1996; Kappes et al., 1999; Bremer, 2002). Unter hyperosmotischen Bedingungen sind bei B. 
subtilis fünf osmotisch induzierbare Transporter aus drei verschiedenen Transporterfamilien 
für die Aufnahme der kompatiblen Solute zuständig: die ABC Transporter OpuA, OpuB und 
OpuC, der BCCT Transporter OpuD und der SSS Transporter OpuE (von Blohn et al., 1997; 
Spiegelhalter and Bremer, 1998; Bremer, 2002; Ziegler et al., 2010).  
ABC Transporter sind in allen drei Domänen des Lebens vorhanden und bilden eine der 
Größten Proteinfamilien (Davidson et al., 2008). Im menschlichen Genom wurden 48 Gene, 
im E. coli K-12 Genom zwischen 52 und 80 Gene und bei Arabidopsis thaliana mehr als 120 
Gene für ABC Transporter identifiziert (Rea, 2007; Moussatova et al., 2008). Bei Bakterien 
und Archaen sind die Transporter hauptsächlich am Import essentieller Moleküle beteiligt, 
fungieren aber auch als Exporter. (Schmitt and Tampé, 2002; Eitinger et al., 2010; Cui and 
Davidson, 2011). Bei Eukaryonten dienen die ABC Transporter als Importer und Exporter, 
die besonders in der Krebstherapie und bei Krankheiten eine bedeutende Rolle in der 
aktuellen Forschung einnehmen (Fletcher et al., 2010; Prasad and Goffeau, 2012; Wolf et al., 
2012; Breier et al., 2013). Allgemein besitzen ABC Transporter zwei transmembrane 
Domänen (TMD) und zwei zytoplasmatische Nukleotid Bindungs Domänen (NBD) 
(Biemans-Oldehinkel et al., 2006; Davidson et al., 2008; Beek et al., 2014), wie in Abbildung 
7 gezeigt ist. Die NBD Domänen sind charakteristisch, namensgebend und stark konserviert 
für ABC Transporter. Die Domäne hydrolisiert ATP in ADP (zwischen dem γ- und β-
Phosphat) und liefert damit die benötigte Energie für Transport (typischerweise -50 kJ mol-1 
in Zellen) (ter Beek et al., 2014). Es sind derzeit vier Typen von ABC Transportern 
identifiziert worden (siehe Abbildung 7). Die Einteilung der ABC Transporter erfolgte über 
Einleitung	   	   25	  
die Faltung der TMD Domänen, die in ihrer sekundär Struktur eine große Varianz aufzeigen 





Abbildung 7: Übersicht der verschiedenen ABC Transporter. Alle ABC Transporter besitzen generelle 
Strukturen: Zwei NBDs (Blau) und 2 TMDs (Orange und Gelb). Zusätzliche Domänen (CRD), die oft eine 
regulatorische Funktion besitzen, sind in Grün gezeigt (C-terminal). Die Typ 1 und Typ 2 ABC Transporter 
erkennen Substrate über SBP (Magenta). Das SBP bindet die Substrate und führt sie zu den TMDs, wo die 
Substrate transportiert werden. Quelle: ter Beek et al., 2014.  
Drei Import ABC Transporter Typen (1, 2 und ECF) kommen ausschließlich in Prokaryonten 
vor, während Exporter in Prokaryonten, als auch in Eukaryonten vorkommen (Biemans-
Oldehinkel et al., 2006; Davidson et al., 2008; ter Beek et al., 2014). Die Importer Typ 1 und 
Typ 2 besitzen zusätzlich ein frei diffundierendes (gram-negative Bakterien) oder über eine 
Ankerstruktur an der Membran befestigtes Substratbindeproteine (SBP) (gram-positive 
Bakterien). Das extrazelluläre SBP ist für die Bindung der Substrate verantwortlich und 
koordiniert die Substrate zu den TMD Domänen (Berntsson et al., 2010). Die Aufnahme wird 
im wesentlichen durch die Affinität des Substrates zum Substratbindeprotein bestimmt (siehe 
1.3.2). Manche Transporter besitzen des weiteren eine zusätzliche regulatorische Domäne 
(CRD) am C-terminalen Ende (ter Beek et al., 2014). Mit den ABC Transporter OpuA, OpuB 
und OpuC besitzt B. subtilis drei osmotisch regulierte Transporter, die bei Punkt 1.3.1 
genauer beschrieben werden.  
Transporter der BCCT-Familie (Betain Cholin Carnitin Transporter), wie OpuD, sind 
Symporter und wurden bisher nur in Mikroorganismen gefunden (Saier et al., 1999; Ziegler et 
al., 2010). Die Aufnahme der kompatiblen Solute über OpuD wird über ein 
Protonengradienten angetrieben und ist vom SigmaB Promotor abhängig. Neben der 
Aufnahme der Solute werden Na+-Ionen in die Zelle transportiert (Ziegler et al., 2010).  
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Der Prolinspezifische OpuE Transporter gehört zur Familie der SSS Transporter 
(Sodium/Substrat Symporter), der ebenfalls Na+-Ionen neben Prolin transportiert (von Blohn 
et al., 1997; Spiegelhalter and Bremer, 1998; Quentin et al., 1999; Jung, 2002; Moses et al., 
2012).  
1.3.1 Die ABC Transporter OpuA, OpuB und OpuC bei B. subtilis 
Die ABC Transporter OpuA, OpuB und OpuC bei B. subtilis sind osmotisch induziert und 
sind für die Aufnahme der kompatiblen Solute verantwortlich (Bremer, 2002). Die Opu 
Transporter besitzen zwei ATPasen Bindeproteine (NBD´s), zwei membrandurchspannende 
Transmembranproteine (TMD´s) und ein Substratbindeproteine, dass durch eine 
Ankerstruktur N-terminal in der Membran befestigt ist (siehe 1.3.2) (Kappes et al., 1999). In 
Abbildung 8 sind die einzelnen Komponenten und ihre Organisation im Genom abgebildet. 
Die Transporter OpuB und OpuC sind vermutlich aus einer Genduplikation entstanden und 
zeigen sehr hohe Homologien in ihren Transporterkomponenten zwischen 69 - 85 % (Kappes 
et al., 1999; Du et al., 2011; Pittelkov et al., 2011).  
 
 
Abbildung 8: Strukturen der ABC Transporter OpuA, OpuB und OpuC und deren Lokalisierung im 
Genom von B. subtilis. Die ABC Transporter OpuA, OpuB und OpuC zeigen typische ABC Transporter 
Strukturen: sie besitzen zwei NBD´s, zwei TMD´s und ein SBP. Das opuA Operon besteht aus 3 Genen, während 
die Operone von opuB und opuC vier Gene aufzeigen. Im Genom liegen die Gene für die Transporter OpuB und 
OpuC in unmittelbarer Nachbarschaft, denn sie sind aus einer Gendublikation entstanden. Zwischen den 
Operonen der Transporter liegen bei B. subtilis 168 Kannibalismus Gene (Ellermeier et al., 2006).  
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Alle drei Transporter nehmen kompatible Solute mit sehr hoher Effizienz auf, allerdings 
unterscheidet sich das Substratspektrum teils erheblich bei den Transportern. Ganz dramatisch 
fällt der Unterschied bei OpuB und OpuC auf. Der OpuB Transporter nimmt nur Cholin, 
Cholin Derivate und Glycin Betain Aldehyde auf, dagegen besitzt der OpuC Transporter mit 
Abstand das breiteste Substratspektrum und transportiert eine Vielzahl unterschiedlicher 
kompatibler Solute (siehe Abbildung 8) (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; 
Kappes and Bremer, 1998; Nau-Wagner et al., 1999; Kappes et al., 1999; Bremer, 2002; 
Hoffmann and Bremer, 2011, Bashir et al., 2014a,b). 
1.3.2 Die extrazellulären Substratbindeproteine von ABC Transportern 
Wie im Punkt 1.3 bereits erwähnt, besitzen ABC Transporter bei Mikroorganismen, (Typ 1 
und Typ 2) neben den TMD´s und NBD´s noch extrazelluläre Substratbindeproteine (SBP). 
Es können eine Vielzahl verschiedenster anorganischer oder organischer Substanzen, wie  
Zucker, Aminosäuren, Peptide, Vitamine, Eisenmoleküle und Polypeptide von den SBP 
erkannt und anschließend der Transport vermittelt werden (Berntsson et al., 2010). Eine 
Übersicht über verschiedene extrazelluläre SBP ist in Abbildung 9 gezeigt. SBP sind nicht nur 
mit bakteriellen ABC Transportern assoziiert, sondern sind auch Teil von Zwei-Komponenten 
Systeme (Neiditch et al., 2010), Peptid Rezeptoren bzw. G-Protein Rezeptoren (Felder et al., 
1999; Misono, 2002), Ionen Kanälen (Armstrong and Gouaux, 2000) und sind Teil von DNA-
Bindeproteinen, die in der Genregulation involviert sind (Schuhmacher et al., 1994; Friedman 
et al., 1995; Lewis et al., 1996). 
 
 
Abbildung 9: Organisation bakterieller SBP. In gram-negativen Bakterien diffundiert das extrazelluläre SBP 
frei im Periplasma, während das SBP bei gram-positiven und Archaen über eine Ankerstruktur an der Membran 
befestigt ist. Desweiteren besteht die Möglichkeit, dass die SBP an die TMD´s fusioniert sind. Quelle: Eitinger et 
al., 2010. 
Bei gram-negativen Bakterien (wie z. B. der Maltose Transporter E. coli) diffundiert das 
extrazelluläre SBP frei zwischen der inneren und äußeren Membran im Periplasma (Oldham 
et al., 2007; Oldham and Chen, 2011). In gram-positiven Mikroorganismen (wie z. B. B. 
subtilis) ist das extrazelluläre SBP durch ein N-terminalen Lipidanker auf der Oberfläche der 
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Membran fest verankert (Kappes et al., 1999) bzw. bei einigen Archaen über eine N-
terminalen hydrophobe Helex. Außerdem kann das SBP an die TMD Domäne fusioniert sein 
(van der Heide and Poolman, 2000; van der Heide and Poolman, 2002; Biemans-Oldehinkel 
et al., 2006). Im Allgemeinen bestehen SBP aus zwei konservierten symmetrischen α/β 
Helics/Faltblattstrukturen, die den Core bilden. Die beiden globalen Domänen (Domäne I und 
Domäne II) werden über eine Gelenkstruktur, die aus zwei Loops gebildet wird, 
zusammengehalten. Die Domäne I und II formen eine tiefe Spalte in der das Substrat 
gebunden werden kann, diese Substratbindetasche ist typisch für extrazelluläre SBP 
(Berntsson et al., 2010). In Abwesenheit des Substrates sind die Domänen um die 
Gelenkstruktur herum sehr flexibel (Quiocho and Ledvina, 1996; Tang et al., 2007; Berntsson 
et al., 2010). Bindet das Substrat, findet eine Konformationsänderung des Proteins statt, 
dadurch wird das Substrat festgehalten. Dieser Mechanismus wird als „Venus Fly-trap“ 
bezeichnet (Mao et al., 1982; Davidson et al., 2008;). 
Die Aufnahme der kompatiblen Solute bei B. subtilis wird im hohen Maße durch die 
Bindungsaffinitäten der Substratbindeproteine (OpuAC, OpuBC und OpuCC) determiniert, 
dabei spielt eine aromatsiche Bindungsseite (siehe 1.3.3) und die daraus entstehenden 
Kationen π-Interaktionen (siehe 1.3.4) im Substratbindeprotein eine entscheidende Rolle. 
Anhand der Bindung von Glycin Betain bei OpuAC und OpuCC bzw. Cholin bei OpuBC 
sollen die Bindungen in den folgenden Abschnitten veranschaulicht werden.	  
1.3.3 Der „aromatische Cage“ und die Bindung von kompatiblen Soluten an 
die extrazellulären Substratbindeproteine 
Die Bindung von kompatiblen Soluten erfolgt über die hochaffinen SBP OpuAC, OpuBC und 
OpuCC. Anhand von Glycin Betain und Cholin sollen die Bindungen der Substrate zu den 
SBP im Detail dargelegt werden (siehe Abbildung 10). Die SBP der OpuA, OpuB und OpuC 
Transporter besitzen einen „aromatischen Cage“, der von aromatischen Aminosäuren gebildet 
wird. In diesem „aromatischen Cage“, das die Bindungstasche darstellt, werden die positiv 
geladenen Trimethylammoniumgruppen der kompatiblen Solute über Kationen π-
Interaktionen und van der Waals Kräfte (siehe 1.3.4) gebunden und koordiniert. Die 
Schwanzgruppen (z. B. Hydroxygruppen) ragen aus diesem „aromatischen Cage“ heraus und 
gehen direkt mit Aminosäuren des Proteins Interaktionen ein oder werden indirekt über 
ausgebildete Wassernetzwerke koordiniert.  
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Abbildung 10: Bindungsstrukturen bei OpuAC, OpuBC und OpuCC mit Glycin Betain bzw. Cholin. 
Gezeigt sind die Bindungstaschen der extrazellulären SBP und die Stabilisierung des Substrates bei (A) OpuAC 
mit Glycin Betain, (B) OpuBC mit Cholin und (C) OpuCC mit Glycin Betain. Quelle: Horn et al., 2006; 
Pittelkov et al., 2011; Du et al., 2011. 
(A) Bei OpuAC wird die aromatsiche Bindungstasche aus drei Tryptophanen (Trp72, Trp178 
und Trp225) gebildet, welche die positiv geladene Trimethylammoniumgruppe von Glycin 
Betain stabilisieren. Daneben wird die Carboxylgruppe von Glycin Betain von den 
Aminosäureresten Gly26 und Ile27 stabilisiert. Eine Wasserstoffbrücke von His230 zur 
Carboxylgruppe, die bei der Bindung zu Prolinbetain nicht ausgebildet wird, sorgt zusätzlich 
für eine verbesserte Stabilisierung. Die Bindungsaffinität von OpuAC zu Glycin Betain ist 
hochaffin. Der Kd Wert von Glycin Betain beträgt 17 µM (Horn et al., 2006).  
(B) Bei OpuBC wird die aromatische Bindungstasche aus vier Tyrosinen gebildet (Tyr71, 
Tyr117, Tyr197 und Tyr221), die die Trimethylammoniumreste von Cholin koordinieren und 
über Kationen π-Interaktionen stabilisieren. Zusätzlich wird die positive Kopfgruppe über ein 
Wasserstoff der Aminosäure Asp149 direkt stabilisiert. Die Hydroxylgruppe von Cholin wird 
nur über eine starke Interaktion mit Gln19 stabilisiert. Neben der Interaktion von Cholin mit 
dem Aminosäurerest von Gln19 findet eine Stabilisierung des Liganden über Wassermoleküle 
zwischen Aminosäuren der Domäne I und Domäne II statt. Dieses Wassernetzwerk wird über 
die Aminosäuren Asp74,  Tyr117 und Leu155 ausgebildet (Pittelkov et al., 2011). Die 
Aminosäure Leu155 (Domäne II) interagiert indirekt über zwei Wassermoleküle mit der 
Aminosäure Asp74 (Domäne 1). 
(C) Bei OpuCC bilden, wie bei OpuBC, vier Tyrosine (Tyr71, Tyr117; Tyr197 und Tyr221) 
den „aromatischen Cage“, wo die Trimethylammoniumgruppe von Glycin Betain über 
Kationen π-Interaktionen und hydrophobe Interaktionen stabilisiert wird. Die Carboxylgruppe 
von Glycin Betain wird über die Aminosäurereste Thr74 und Gln19 stabilisiert (Du et al., 
2011). Der Aminosäurerest von Thr74 scheint eine wichtige Stellung bei der Stabilisierung 
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von Glycin Betain einzunehmen, denn bei Cholin findet hier keine Koordination und 
Stabilisierung statt. Du et al., 2011 konnten in Mutationsexperimenten zeigen das eine 
Mutation der Aminosäure Thr74 in Asp74 zu einem Verlust der Fähigkeit Glycin Betain zu 
binden führt.   
1.3.4 Kationen π-Interaktionen in biologischen Systemen 
Kationen und positive Wasserstoffatome können mit Oberflächen von unpolaren oder 
aromatischen Strukturen interagieren und bilden dabei Kationen π-Interaktionen aus (Ma and 
Dougherty, 1997; Mahadevi and Sastry, 2013; Dougherty, 2013). Diese Interaktion beruht auf 
einer Wechselwirkung von π-Elektronen eines aromatischen Ringes und einer positiven 
Ladung. Aromatische Aminosäuren (Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan) können mit 
Kationen oder positiv geladenen Seitengruppen anderer Moleküle interagieren. Diese nicht-
kovalente Bindung spielt besonders bei Wechselwirkung in biologischen Makromolekülen (z. 
B. bei Proteinen) eine wichtige Rolle. Kationen π-Interaktionen sind vorallem bei Molekülen 
mit einer Trimethylammoniumgruppe bekannt, die bei Protein-Protein Interaktionen wichtig 
sind (Ma and Dougherty, 1997; Dougherty, 2013; Rapp et al., 2014). Cholin und Cholin 
Derivate, wie z. B. die quartäre Ammoniumverbindung Acetylcholin (Neurotransmitter in 
Nervensystemen) wird vom synaptischen Rezeptor über Interaktionen an der 
Ammoniumgruppen und einem „aromatischen Cage“ erkannt (Dougherty and Stauffer, 1990). 
Der „aromatischen Cage“ wird aus zwei bis vier aromatischen Aminosäuren geformt. Die 
stärke der Interaktionen ist von der aromatsichen Aminosäure und von der Geometrie der 
Interaktionen abhängig (Mecozzi et al., 1996; Rapp et al., 2014). Diese aromatsichen Systeme 
sind bei Enzymen die Histonen methylieren oder demethylieren (Jacobs and Khorasanizadeh, 
2002), Interaktionen peripherer Membranproteine mit Phospholipidgruppen (Cheng et al., 
2013), die Affinität des Xa Proteins zu methylierten Liganden (Salonen et al., 2009), 
Neurotransmitter in Nervensystemen (Dougherty and Stauffer, 1990)  und bei SBP von ABC 
Transportern bekannt (Berntson et al., 2011).  
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Das grampositve Bakterium B. subtilis lebt in vielen unterschiedlichen ökologischen 
Habitaten, wie z. B. in den oberen Erdbodenschichten und marinen Systemen. Die Anpassung 
des Bakteriums an veränderte Umweltbedingungen, insbesondere bei der Osmoregulation für 
die Aufrechterhaltung des zellulären Turgors in einer hyperosmotsichen Umgebung, wurde in 
den letzten Jahren weitestgehend aufgeklärt.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht in wie weit DMSP, ein vorallem in marinen 
Ökosystemen vorkommendes kompatibles Solut, von B. subtilis aufgenommen werden kann. 
Kann DMSP von B. subtils unter verschiedenen Stressbedingungen aufgenommen werden um 
die Zelle zu schützen und dient es als Nährstoffquelle sind zentrale Fragen in dieser Arbeit. 
Erfolgt eine Aufnahme von DMSP sollte der zuständige Opu Transporter identifiziert werden 
und die kinetischen Parameter für die Aufnahme bestimmt werden. Aus marinen 
Mikroorganismen ist bekannt das Glycin Betain und DMSP über die selben Transportsysteme 
akkumuliert werden (Gouesbet et al., 1994; Cosquer et al., 1999; Murdock et al., 2014), ist 
das auch bei B. subtilis der Fall?  
Viele kompatible Solute sind chemisch sehr ähnlich. Einige der bekannten kompatiblen 
Solute besitzen ein poitiv geladene metylierte Trimethylammoniumgruppe (Glycin Betain, 
Cholin und Carnitin), während DMSP eine poitiv geladene Dimetylsulfan Kopfgruppe (wie 
DMSA) besitzt. Wie wirken sich chemische Modifizierungen der positiv geladenen 
Kopfgruppe auf die Erkennung der extrazellulären SBP der ABC Transporter OpuA, OpuB 
und OpuC zu den Substraten aus? Der OpuB Transporter, der nur Cholin akkumuliert, und 
OpuC Transporter, der ein breites Substratspektrum aufweist,  sind nah miteinander verwandt. 
Die Gene der beiden Transporter liegen bei B. subtilis in direkter Nachbarschaft im Genom, 
den ein Transporter ist aus einer Genduplikation enstanden. Welcher Transporter hat sich im 
Zuge der Evolution neu etabliert war ebenfalls eine der Kernfragen in dieser Arbeit. Obwohl 
die beiden Transporter miteinander hohe Sequenzhomologien aufweisen, unterscheiden sie 
sich erheblich in ihrer Fähigkeit kompatible Solute zu binden und ins Zytoplasma zu 
transportieren. Durch welche molekularen Anpassungen wird die Substratspezifität 
gewährleistet und lassen sich die Substratspektren mit Mutationen in den extrazellulären SBP 
aufhebeln? 
Für die Untersuchung dieser Fragestellungen wurden Wachstumsexperimente mit 
verschiedenen Stressbedingungen für die B. subtilis Zellen durchgeführt. Kinetische 
Parameter für die unterschiedlichenn Transportsysteme wurden über die Aufnahme radioaktiv 
markierter kompatibler Solute und über Bindungsaffinitäten der extrazellulären heterolog 
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gereinigten SBP erhoben. In Mutationsexperimenten wurde in den extrazellulären SBP ein 
Aminosäureaustausch vorgenommen. Grundlage dafür welche Aminosäure ausgetauscht 
wurde waren bioinformatische Voruntersuchungen von Pittelkov et al., 2011 und Du et al., 
2011. In Kristallisationsstudien sollte die Änderung des Substratspektrums durch den 
Aminosäureaustausch molekular nachvollzogen werden. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Chemikalien und Materialien 
Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem (Darmstadt, Deutschland), 
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), Merck 
(Darmstadt, Deutschland), QIAGEN (Hilden, Deutschland) und Becton Dickeninson 
(Franklin Lakes, USA) bezogen, sofern nicht anders angegeben.  
2.1.1 Kompatible Solute 
Die kompatiblen Solute Glycin Betain, Carnitin, Cholin, DMSP, Cholin-O-Sulfat, 
Homobetain, Prolin Betain, Arsenocholin, Arsenobetain, Crotonobetain, y-Butyrobetain, 
Ection und 5-Hydroxyectoin wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Deutschland), Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz), Carbon Scientific Co, LTD (London, 
England), Actin Chemicals Inc. (China), Argus Chemicals srt (Vernio, Italien), LONZA Ltd 
(Basel, Schweiz) und Bitop (Witten, Deutschland) hergestellt.  
Die Chemikalien zur Synthese der verschiedenen DMSP Derivate stammten von Sigma-
Aldrich (Steinheim, Deutschland) und Acros Organics (Therma Fisher Scientific, Geel, 
Belgien) und wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Jeroen S. Dickschat 
(Rheinische Friedrich Wilhelms-Universität Bonn) zur Verfügung gestellt. Die Synthese der 
DMSP Derivate Dimethylseleniopropionat (DMSeP),  Dimethyltelluriopropionat (DMTeP), 
Ethylmethylsulfoniopropionat (EMSP), Diethylsulfoniopropionat (DESP), 
Methylpropylsulfoniopropionat (MPSP), Isopropylmethylsulfoniopropionat (IMSP) und 
Tetramethylensulfoniopropionat (TMSP) erfolgte über eine Michael Addition der 
korrespondierenden Dialkyl Chalogenides zu Acrylic Säure (Dickschat et al., 2010 und Brock 
et al., 2014). 
Das Selen Derivat DMSeP kommt natürlichereise vor, besonders in Selen konatminierten 
Salzwiesen (Ansede and Yoch, 1997; Ansede et al., 1999). Dagegen sind DMTeP, EMSP, 
DESP, MPSP, IMSP und TMSP synthetische DMSP Derivate, die nicht in der Natur zu 
finden sind (Dickschat et al., 2010; Brock et al., 2014).  
2.1.2 Radioaktive kompatible Solute 
Radioaktives [1-C14]-Glycin Betain (55mCi* mmol-1) wurde von der Firma American 
Radiolabeled Chemicals Inc. (St. Louis, Mo, USA) bezogen.  Radioaktives 14C markiertes 
Material	  und	  Methoden	   	   34	  
Cholin (540 mCi* mmol-1) und L-Carnitin (540 mCi* mmol-1) stammten von der Firma 
DuPont NEN Products (Boston, MA, USA).  
2.1.3 Antibiotika 
Die Antibiotika Kanamycin, Erythromycin, Spectinomycin, Tetracyclin, Ampicilin und 
Gentamycin wurden von SERVA Electrophores GmbH (Heidelberg, Deutschland), United 
States Biochemical Corp. (Cleveland, Ohio, USA), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
und Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.  
2.2 Bakterienstämme , Plasmide und Oligonukleotide 
In dieser Arbeit wurden verschiedene B. subtilis und E. coli Stämme verwendet, die 
nachfolgend in der Tabelle 1 und Tabelle 2 mit den jeweiligen Genotypen beschrieben 
wurden. Die verwendeten Plasmide und Oligonukleotide in dieser Arbeit wurden in der 
Tabelle 3 und Tabelle 4 zusammengefasst.   
2.2.1 Bakterienstämme 
Die E. coli Stämme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in folgender Tabelle mit 
entsprechenden Genotypen zusammengefasst. Einige Stämme wurden von Agilent 
Technologies (La  Jolla, USA) bezogen. 
 
 Tabelle 1: E. coli Stämme. 
Stamm  Beschreibung  Referenz 
DH5α F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 Hanahan, 1983 
 
 hsdR17(rk-, mk+)  phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-  
 XL 10-Gold endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte ∆(mcrA)183  Agilent  
 
∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 TetR  F'[proAB lacIqZ∆M15  
 
 
Tn10(TetR) Amy CmR]  
 BL21 (DE3) F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7  Agilent  
 
gene 1 ind1 sam7 nin5]) 
 Arctic Express F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ TetR gal λ(DE3) endA Hte  Agilent  
(DE3) RIL  [cpn10 cpn60 GentaR] [argU ileY leuW Str]  
  
 
Für die verschiedenen hergestellten Bacillus Stämme dienten die Wildtyp Stämme B. subtilis 
JH642 und B. subtilis 168 als Ausgangsstämme (Brehm et al., 1973; Barbe et al., 2009; Smith 
et al., 2014). 
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Tabelle 2: B. subtilis Stämme. 
Stamm  Beschreibung  Referenz 
JH642 trpC2 pheA1 Brehm et al., 1973 
SBB1 JH642 ∆(opuC::spc)3 ∆(opuD::neo)2 ∆(opuB::ery)1 diese Arbeit 
SBB2 JH642 ∆(opuA::tet)3 ∆(opuD::neo)2 ∆(opuB::ery)1 diese Arbeit 
SBB3 JH642 Δ(opuC::spc)3 Δ(opuA::tet)3 ∆(opuB::ery)1 diese Arbeit 
SBB4 JH642 ∆(opuC::spc)3 ∆(opuA::tet)3 diese Arbeit 
SBB5 JH642 Δ(opuA::tet)3 Δ(opuC::spc)3 ∆(opuD::kan)2 diese Arbeit 
SBB6a JH642 amyE::pX diese Arbeit 
SBB7a JH642 Δ(opuA::tet)3 Δ(opuC::spc)3 ∆(opuD::kan)2 amyE::pX diese Arbeit 
SBB8a JH642 ∆(opuA::tet)3 ∆(opuD::neo)2 ∆(opuB::ery)1 amyE::pX diese Arbeit 
SBB9a JH642 Δ(opuA::tet)3 ∆(opuB::ery)1 Δ(opuC::spc)3 ∆(opuD::kan)2 diese Arbeit 
 
amyE::opuB(D74T) 
 SBB10a JH642 Δ(opuA::tet)3 ∆(opuB::ery)1 Δ(opuC::spc)3 ∆(opuD::kan)2 diese Arbeit 
 
amyE::opuC(T74D) 
 RMKB7 JH642 ∆(opuD::neo)2 Kappes et al., 1996 
TMB107 JH642 ∆(opuA::tet)3 Broy et al., 2014   
TMB108 JH642 ∆(opuC::spc)3 Broy et al., 2014  
TMB109 JH642 ∆(opuA::tet)3 ∆(opuD::neo)2 Broy et al., 2014  
TMB111 JH642 ∆(opuC::spc)3 ∆(opuD::neo)2 Broy et al., 2014  
TMB116 JH642 ∆(opuB::ery)1 Broy et al., 2014  
TMB118 JH642 Δ(opuA::tet)3 ∆(opuB::ery)1 Δ(opuC::spc)3 ∆(opuD::kan)2 Tamara Hoffmann 
MBB9b JH642 amyE::[Φ(opuAA-treA)1 cat] (treA::neo) Hoffmann et al., 2013 
JSB7c (treA::neo)1 amyE::[ Φ (proH´-treA)1 cat] Brill et al., 2011b 
168 trpC2 Barbe et al,. 2009 
JGB23 168 ∆(opuA::erm)4 ∆(opuB::tet)23 opuC20::Tn10 (spc) Hoffmann and Bremer, 2011 
JGB24 168 ∆(opuA::erm)4 ∆(opuB::tet)23 ∆(opuD::neo)2 Hoffmann and Bremer, 2011 
JGB25 168 ∆(opuB::tet)23 opuC20::Tn10 (spc) ∆(opuD::neo)2 Hoffmann and Bremer, 2011 
a Das pX Plasmid (ohne und mit Insert) wurde über eine doppelte homologe Rekombination in die amyE Seite 
von B. subtilis als Einzelkopie integriert. Das nicht essentielle amyE Gen hat seine Funktion verloren Amylase 
abzubauen. 
b Die Φ(opuAA-treA) Reportergenfusion wurde über eine doppelte homologe Rekombination in die amyE Seite 
von B. subtilis als Einzelkopie integriert. Das treA Gen ohne eigenen Promotor lag im opuAA Gen des opuA 
Operons und stand unter der transkriptionellen Kontrolle des opuA Promotors.  
c Die Φ(proH-treA) Reportergenfusion wurde über eine doppelte homologe Rekombination in die amyE Seite 
von B. subtilis als Einzelkopie integriert. Das treA Gen ohne eigenen Promotor lag im proH Gen des proHJ 
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2.2.2 Plasmide 
Die verwendeten Plasmide für die Arbeit wurden in folgender Tabelle zusammengefasst. 
 
Tabelle 3: Verwendete Plasmide.  
Plasmid Beschreibung  Referenz 
pSB1a Gen opuCC ohne Signalsequenz in pASK-IBA3 mit  diese Arbeit 
 
C-terminalen Strep-tag®; 1.AS Cys in Gly geändert; AmpR 
 pENTRY-IBA20 Eintrittsvektor für Stargate® Klonierungssystem IBA (Göttingen) 
 
für IBA; KanR 
 pASK-IBA 3a Strep-tag® Expressionsvektor für E. coli IBA (Göttingen) 
pMH24a Gen opuAC in pASK-IBA6 Vektor; Expressionsvektor Smits et al., 2008 
pMP31a Wildtyp Gen opuBC in pASK-IBA6 Vektor; Expressionsvektor Pittelkov et al., 2011 
pMP55a Gen opuBC (D74T) in pASK-IBA6 Vektor; Expressionsvektor Marco Pittelkov 
pX AmpR und CmR Kim et al.,1996 
pMT9  Gesamtes OpuB Operon mit nativen Promotor im pX Plasmid Marietta Thüring 
pChen3 Gesamtes OpuC Operon mit nativen Promotor im pX Plasmid Chiliang Chen 
a Die Expressionplasmide standen unter der transkriptioneller Kontrolle durch ein tet-Promotor, der durch AHT 
induziert werden konnte. 
2.2.3 Oligonukleotide 
Die verwendetetn Oligonukleotide sind in folgender Tabelle zusammengefasst. Die 
Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) oder MWG-Biotech 
AG (Ebersberg, Deutschland) bezogen.  
 
Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide. 
Name Sequenz 5´-3´ Beschreibung 
opuCC-pENTRY-FW 5´- AAGCTCTTCAATGGGCTCTCTGCCGGGTC-3´ OpuCC Gen Amplifizierung 
  
und Klonierung in pENTRY 
opuCC-pENTRY-Rev 5´-AAGCTGTTCACCCGTCAAAATAATGATG OpuCC Gen Amplifizierung 
 
TTTCTCTAAAA-3´ und Klonierung in pENTRY 
pASK-IBA forward 5´-GTGAAATGAATAGTTCGAC-3´ Sequenzierung IBA Vektoren 
pASK-IBA revers 5´-CGCAGTAGCGGTAAACGGC-3´ Sequenzierung IBA Vektoren 
OpuCC_T74D_fwd 5´- CACGCGCTATTCCGGAGACGATTTAAC Primer Mutagenese OpuCC 
 
AAGCACC-3´ AS Tausch T74D 
OpuCC_T74D_rev 5´-GGTGCTTGTTAAATCGTCTCCGGAATAG Primer Mutagenese OpuCC 
 
CGCGTG-3´ AS Tausch T74D 
opuCCF  5´-ATGACAAAAATCAAATGGCTTGGCG-3 Sequenzierung von OpuCC 
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Fortsetzung Tabelle 4 
  opuCF 5´-AGCTGATCATCCCTTCAAATGGC-3´ Sequenzierung OpuC Operon 
OpuCseq2 5´-TTCAAGTCGGCACACCTGATGAGA-3´ Sequenzierung OpuC Operon 
OpuCseq3 5´-TCGGCGTTGCTCTTACCAGAATGA-3´ Sequenzierung OpuC Operon 
OpuCseq4 5`-CGCGTTTGCTCTCGTCTTTGTCAT-3´ Sequenzierung OpuC Operon 
OpuCseq5 5´-AAGCTGATTGGGCAAATCGACACG-3´ Sequenzierung OpuC Operon 
OpuBC_D74T_fwd 5´-CACAAGATATACGGGAACCGCGCTGAC Primer Mutagenese OpuBC 
 
AGGCACG-3´ AS Tausch D74T 
OpuBC_D74T_rev 5´-CGTGCCTGTCAGCGCGGTTCCCGTATA Primer Mutagenese OpuBC 
 
TCTTGTG-3´ AS Tausch D74T 
opuBCF 5´-ATGAAAAGAAAATATCTCAAATTAATGAT Sequenzierung von OpuBC 
 
AGGTTTAGCAC-3´ 
 opuBCR 5´-TCACGATTCGAAATAGCGATGTTTTT Sequenzierung von OpuBC 
 
CTAAATATTCC-3´ 
 opuBF  5´-CGGTTTCATCCTTTCAGCTAACAATTC-3´ Sequenzierung OpuB Operon 
opuBseq1 5´-TTCAGCAGAATATCTCACTCGTCC-3´ Sequenzierung OpuB Operon 
opuBseq2 5´-AAACGCTTTCTGAGGCCATTCAGC-3´ Sequenzierung OpuB Operon 
opuBseq3 5´-GCGGCGGATTGGGTGATTACATTT-3´ Sequenzierung OpuB Operon 
opuBseq4 5´-TGTGCTTGCGTATTCAACCGATGG-3´ Sequenzierung OpuB Operon 	  
2.3 Medien und Zusätze  
2.3.1 Kulturmedien 
B. subtilis und E. coli Zellen wurden routinemäßig unter aeroben Bedingungen bei 37 °C in 
Luria-Bertani Flüssigmedium oder auf Luria-Bertani Agar Platten (15 g/L) kultiviert (Miller, 
1972). Zur Überprüfung der extrazellulären α-Amylase (AmyE) Aktivität bei B. subtilis 
dienten LB-Stärke Platten, wo die Kolonien mit einer Iod-Lösung bedeckt wurden (siehe 
2.6.9) (Cutting and Horn, 1990).  
Für die verschiedenen Experimente wurden B. subtilis Stämme im definierten Spizizen ́s 
Minimalmedium (SMM) kultiviert. Das Medium wurde mit 0.5 % Glukose als 
Kohlenstoffquelle (w/v) und einer Spurenelementlösung ergänzt (Harwood und Archibald, 
1990). Zur Komplementierung der Wachstumsanforderungen von B. subtilis JH642 und B. 
subtilis 168 und deren Derivat Stämme (siehe Tabelle 2) wurden 40 mg ml-1 L-Tryptophan 
und 36 mg ml-1 L-Phenylalanin dem SMM hinzugefügt. Die Osmolarität des SMM wurde mit 
der Zugabe einer 5 M NaCl Stocklösung auf die gewünschte Endosmolarität erhöht (siehe 
einzelne Experimente). Kompatible Solute wurden steril filtriert und dem SMM mit einer 
Endkonzentration von 25 µM bis 1 mM hinzugefügt.  
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E. coli Zellen wurden für die heterologe Proteinexpression in modifizierten MMA Medium 
mit 0.5 % Glukose (w/v) als Kohlenstoffquelle, 0.2 % Casaminosäure, 1 mM MgSO4 und 1 
mg L-1 Thiamin kultiviert.  
Tabelle 5: Komponenten der Medien für B. subtilis und E. coli. 
Medium Substanzen 
LB Vollmedium 10 g Trypton 
(1 L) 5 g Hefeextrakt 
 
10 g NaCl 
 
ad dH20 zu 1 L 
 
  




6 g KH2PO4 
 
1 g Na3Citrat x 2 H2O 
 
0.2 g MgSO4 x 7 H2O 
 
ad dH2O zu 475 ml 
 
  
Spurenelementlösung 0.55 g CaCl2 
(100 x) 1.35 g FeCl2 x 6 H2O 
 
0.1 g MnCl2 x 4 H2O 
 
0.17 g ZnCl2 
 
0.05 g CaCl2 x 2 H2O 
 
0.06 g CoCl2 x 6 H2O 
 
0.06 g Na2MoO4 x 2 H2O 
 
ad dH2O zu 1 L 
 
  
Minimalmedium A 10.5 g Na2HPO4 
(MMA) 4.5 g KH2PO4 
 
1 g (NH4)2SO4 
 
0.5 g Na3Citrat x 2 H2O 
 
ad dH2O zu 1 L 
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2.3.2 Zusätze in den Kulturmedien 
Antibiotika, die als Zusätze zu den Medien hinzugegeben wurden, wurden in dH20 oder 
Ethanol (Chloramphenicol, Tetracyclin) gelöst und steril filtriert. Die Konzentration der 
Stammlösungen und der Endkonzentration der Zusätze sind in folgender Tabelle 
zusammengefasst. 
 
Tabelle 6: Antibiotika und Zusätze. 
Substanz  Endkonzentration Endkonzentration 
(Stock) (E. coli) (B. subtilis) 
Ampicillin (100 mg/ml) 100 µg/ml - 
  
  Chloramphenicol (30 mg/ml) 30 µg/ml 5 µg/ml 
   Erythromycin (4 mg/ml) 150 µg/ml 0.4 µg/ml 
   Kanamycin (50 mg/ml) 50 µg/ml 5 µg/ml 
   Spectinomycin (50 mg/ml) 50 µg/ml 100 µg/ml 
   Tetracyclin (5 mg/ml) 5 µg/ml 15 µg/ml 
   AHT (2 mg/ml) 0.2 µg/ml - 
  
2.4 Mikrobiologische Methoden 
2.4.1 Sterilisation 
Hergestellte hitzeunempfindliche Medien wurden für mindestens 60 Minuten bei 121 °C und 
1 bar Überdruck autoklaviert. Hitzeempfindliche Medien wurden sterilfiltriert. Die 
verschiedenen verwendeten Glaswaren wurden für mindestens 3 Stunden bei 180 °C 
sterilisiert.  
2.4.2 Wachstumsbedingungen und Vermehrung von Mikroorganismen 
Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in 5 ml Kulturen im Reagenzglas auf einem Roller 
oder in 20 ml Kulturen in 100 ml Erlenmyerkolben im Wasserbad bei 220 rpm bzw. auf Agar 
Platten im Inkubationsschrank.  
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Zur Kultivierung von B. subtilis wurde zunächst eine Einzelkolonie einer LB Platte in 5 ml 
LB Medium beimpft und bei 37 °C im Schüttler inkubiert. Bakterien der LB Tageskultur 
wurden in eine weitere 20 ml SMM Kultur inokuliert und über Nacht bei 37 °C im Wasserbad 
inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden die 20 ml SMM Hauptkulturen, für die verschiedenen 
Experimente, auf eine OD578 von 0.1 angeimpft. Es wurde darauf geachtet das SMM 
Vorkulturen genommen wurden die OD578 1 hatten. Die Osmolarität der Hauptkultur wurde 
soweit eingestellt, dass nach dem Inokulieren aus der Vorkultur, die gewünschte NaCl 
Endkonzentration erreicht wurde. 
Für Kältestress Experimente wurde B. subtilis 168 und dessen Derivate wie beschrieben 
kultiviert und bei 13 °C im Wasserbad mit 220 rpm geschüttelt und für mehrere Tage 
kultiviert. B. subtilis JH642 besitzt eine Mutation im ilvB Gen, was ein kältesensitiven 
Phänotyp zur Folge hat (Wiegeshoff and Marahiel, 2007). Aus diesen Gründen wurde für 
Kältestress Experimente B. subtilis 168 und seine Derivate verwendet, die diese Mutation 
nicht tragen. 
Für Hitzestressexperimente wurden die 20 ml SMM Hauptkulturen bei 37 °C ins Wasserbad 
gestellt (220 rpm) und die Temperatur wurde langsam auf 52 °C erhöht (Holtmann and 
Bremer, 2004). Temperaturen wurden mit einem geeichten elektronischen Thermometer 
(Testo AG, Lenzkirch, Deutschland) kontrolliert. 
Zur Überprüfung ob DMSP eine Kohlenstoffquelle für B. subtilis darstellt wurde Glukose (28 
mM) im SMM durch 33 mM DMSP ersetzt. Für die Kontrolle ob DMSP als Schwefelquelle 
für B. subtilis genutzt werden kann wurde im SMM (NH4)2SO4 (15mM) und MgSO4 (200 
µM) durch 15 mM DMSP und 200 µM MgCl2 ersetzt. 
2.4.3 Spektroskopischer Ermittlung der Zelldichte 
Die Bestimmung der Zelldichte für B. subtilis und E. coli Kulturen erfolgte photometrisch bei 
einer Wellenlänge von 578 nm. Bei einer OD578 von 1 wurde angenommen, das in 1 ml 
Kultur ca. 1 * 109 Zellen vorhanden waren.  
2.4.4 Transport Assays mit 14C markierten kompatiblen Soluten 
B. subtilis Stämme wurden für Transport Studien in 20 ml SMM mit 0.4 M NaCl bis zu einer 
OD578 0.3 kultiviert. 2 ml Aliquotes wurden von den Kulturen abgenommen und für den 
Transport Versuch mit radioaktiven 14C-markierten Glycin Betain (55mCi* mmol-1), Cholin 
(540 mCi* mmol-1) und L-Carnitin (540 mCi* mmol-1) eingesetzt. Die Endkonzentration der 
Substrate in den Versuchen lag zwischen 3 µM und 20.000 µM. Nicht radioaktive kompatible 
Solute wurden als Inhibitoren für den Transport in einer Konzentration 150 µM - 1000 µM 
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eingesetzt (kompetitive Inhibition). Die Durchführung der Transport Experimente und 
Präparation der Proben für den Coutner wurden ausführlich bei Kappes et al., 1996 
beschrieben. Die kinetischen Parameter der Transport Experimente wurden in mit der 
Software GraphPad Prism 5 über einen Fit bestimmt (GraphPad Software, La Jolla, CA, 
USA). 
2.5 Molekularbiologische und genetische Methoden 
2.5.1 Präparation von Nukleinsäuren 
2.5.1.1 Präparation chromosomaler DNA von B. subtilis 
Die Präparation chromosomaler DNA aus B. subtilis Zellen erfolgte aus 5 ml LB Kulturen, 
die maximal 5 Stunden bei 37 °C auf einem Roller inkubiert wurden, nach der Vorschrift von 
Marmur, 1961. Die genomische DNA wurde in 0.1 bis 0.5 ml in dH2O aufgenommen und bei 
4 °C aufgehoben.  
2.5.1.2 Aufreinigung von PCR-Fragmenten 
Die Aufreinung von PCR-Fragmenten erfolgte mit dem Kit „High Pure PCR Purification Kit“ 
nach dem Protokoll des Herstellers (Roche, Mannheim, Deutschland). Die Fragmente wurden 
in 50 µl dH2O aufgenommen.  
2.5.1.3 Präparation von Plasmid-DNA 
Die Präparation der Plasmid-DNA erfolgte aus 5 ml LB Kulturen mit dem Kit „GeneJET™ 
Plasmid Miniprep Kit“ nach dem Protokoll des Herstellers (Thermo Scientific, 
Langenselbold, Deutschland). Für höhere Plasmid-DNA Präparationen erfolgte die 
Präparation über QIAGEN-Säulen mit dem Medi Kit des Herstellers QIAGEN (Hilden, 
Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers.  
2.5.1.4 Reinigung von DNA (Ethanol-Fällung) 
Für die Reinigung von DNA wurde eine Ethanol-Fällung noch folgenden Protokoll 
durchgeführt.  -­‐ 1/10 Volumenanteile 3M NaAcetat (pH 4.8  –  5.2) zur Probe geben -­‐ 2.5 Volumenanteile kaltes Ethanol (100 %) zur Probe geben -­‐ Probe invertieren und über Nacht bei -20 °C lagern -­‐ Probe für 60 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugieren und Pellet mit 70 % 
Ethanol waschen 
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-­‐ Probe für 20 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugieren, Pellet trocknen und in 
dH2O resuspendieren 
2.5.2 PCR zur DNA Amplifikation 
Die Amplifikation von DNA erfolgte über eine PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) im PCR-
Cycler Advanced Primus25 (PeqLab, Erlangen, Deutschland). Als Polymerase für die 
verschiedenen PCRs wurde das Enzym Phusion der Firma Finnzyme (Espoo, Finnland) 
verwendet. Die Reaktionsansätze wurden in 50 µl angesetzt und die Thermoprofile wurden 
entsprechend den Herstellerangaben angepasst. Welche Primer für die PCR verwendet 
wurden sind der Tabelle 4 zu entnehmen. 
2.5.3 Bestimmung der DNA Konzentration 
Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte über eine photometrische Messung bei 
einer Wellenlänge von 260 nm mit Hilfe eines Nanodrops (Nanodrop® ND-10.000, PeqLab, 
Erlangen, Deutschland). Es wird dabei angenommen, das bei einer OD 1 bei 260 nm ungefähr 
50 µg/ml doppelsträngige DNA vorliegt (37 µg/ml einzelsträngige DNA).  
2.5.4 Zielgerichtete Mutagenese 
Die zielgerichtete Mutagenese wurde mit dem Kit „QuickChange II XL Site-Directed 
Mutagenesis Kit“ der Firma Agilent Technologies (La Jolla, USA) durchgeführt und diente 
dem gezielten Basenaustausch im opuBC und opuCC Gen. Es wurden modifizierte Primer 
verwendet (siehe Tabelle 4), die die veränderte DNA-Sequenz enthielten und dadurch gezielt 
Punkmutationen in den opuBC und opuCC Genen eingefügt werden konnten. 
Ausgangsplasmide für die Mutagenese waren pMP9 (für opuBC) und und pChen3 (für 
opuCC). Die Durchführung der Mutagenese erfolgte nach Angaben des Herstellers. 
Anschließend wurden die Plasmide in chemisch Kompetente XL-10 Gold E. coli Zellen 
(Agilent Technologies, La Jolla, USA) transformiert (siehe 2.5.9) und die gewünschte 
Mutation der Plasmide über Sequenzierung überprüft (siehe 2.5.5). Darauf folgte eine 
Transformation der Plasmide in den B. subtilis Stamm TMB118 (siehe 2.5.9), wo durch 
doppelte homologe Rekombination sich das opuB Operon und das opuC Operon stabil ins 
Genom integriert haben (im amyE Genlocus). Die korrekte Integration in den amyE Genlocus 
wurde durch ein Amylase-Test überprüft (siehe 2.6.9). Die daraus resultierenden B. subtilis 
Stämme SBB9 und SBB10 wurden für Stressprotektionsexperimente (siehe 2.4.2) und 
Transport Studien (siehe 2.4.4) verwendet.  
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2.5.5 Sequenzierung von DNA 
DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG (DNA Sequenzierung Service, 
Ebersberg, Deutschland) durchgeführt. Mit der DNA-Sequenzierung wurden Klonierungen 
und die zielgerichtete Mutagenese überprüft. Dazu würden die sequenzierten Sequenzen mit 
dem Programm Ape-A plasmid Editor v2.0.45 überprüft. Für die Kontrolle des gesamten 
Operons von opuB und opuC wurden meherer Primer benötigt (siehe Tabelle 4).  
2.5.6 Konstruktion von B. subtilis Stämmen mit Defekten in ihren Opu 
Transportsystemen 
B. subtilis besitzt für die Aufnahme von kompatiblen Soluten fünf Opu Transporter, die unter 
verschiedensten Stressbedingungen exprimiert werden (Bremer, 2002). Für die Analyse 
welche kompatiblen Solute durch welche Transporter aufgenommen werden, wurden B. 
subtilis Stämme mit Mutationen in ihren jeweiligen Opu Transportern (OpuA, OpuB, OpuC 
und OpuD) hergestellt (siehe Tabelle 2). Die Konstruktion der Mutationsstämme im JH642 
Hintergrund sind ausführlich bei Broy et al., 2014 beschrieben. Für Kältestressexperimente 
wurden B. subtilis 168 Derivate benutzt, die Konstruktion der Derivate mit Deletionen in 
ihren Opu Transportsystemen ist ausführlich bei Hoffmann and Bremer, 2011 beschrieben. 
2.5.7 Gelelektrophorese 
Für die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde ein 1 %iges Agarosegel in TAE-
Laufpuffer (40 mM Tris-Cl, 20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA)  verwendet. Das Gel wurde bei 
90 Volt für 90 Minuten laufen gelassen, anschließend in eine Ethidiumbromidlösung (1 
µg/ml) für 15 Minuten gefärbt und unter UV-Licht (Wellenlänge von 302 nm) betrachtet bzw. 
fotografiert (Video Dokomentationsanlage, INTAS, Göttingen, Deutschland). Als 
Größenstandart wurde der Marker MassRuler™ DNA Ladder Mix von Fermentas (St. Leon-
Rot, Deutschland) verwendet.  
2.5.8 Herstellung chemisch kompetenter E. coli 
Für die Herstellung chemisch kompetenter DH5α, BL21 (DE3) und Arctic Express (DE3) 
RIL E. coli Zellen wurde die CaCl2-Methode angewendet (Sambrook und Russel, 2001). Eine 
über Nacht gewachsene 20 ml LB Kultur wurde auf eine OD578 von 0.1 in neues LB Medium 
angeimpft und bei 37 °C bei 220 rpm im Wasserbad bis zu einer OD578 von 0.4 - 0.5 
inkubiert. Die Zellen wurden in Falcontubes überführt und für 10 Minuten auf Eis stehen 
gelassen. Die Kultur wurde bei 4 °C bei 5000 rpm für 15 Minuten zentrifugiert und 
anschließend das Pellet in einer eiskalten 1 M CaCl2  Lösung resuspendiert. Zuletzt folgte 
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eine erneute Zentrifugation bei 4 °C bei 5000 rpm für 15 Minuten. Die Zellen wurden in 100 
µl bis 200 µl Fraktionen mit 100 mM CaCl2 mit 15 % Glycerin resuspendiert und mit 
flüssigen Stickstoff schockgefroren. Die Aliquotes wurden bei -80 °C aufbewahrt oder direkt 
verwendet.  
2.5.9 Transformation von B. subtilis und E. coli 
2.5.9.1 Transformation von B. subtilis 
B. subtilis besitzt beim Eintritt in die stationäre Phase eine natürliche Kompetenz, die es B. 
subtilis erlaubt freie DNA aufzunehmen (Dubnau, 1991). Die Transformation erfolgte nach 
dem Protokoll von Klein et al., 1992 in 20 ml modifizierten LS-Medium (2 ml 5X SMM, 5 
mg ml-1 L-Tryptophan, 3 mg ml-1 L-Phenylalanin, 2 % Casaminosäure (w/v), 10 % 
Hefeextrakt (w/v), 50 mM Spermin und 1 M MgCl2) bei 30 °C und 100 rpm im Wasserbad 
für 3 Stunden. Anschließend wurden 1 ml vom LS-Medium in sterile Eppendorf Cupes 
überführt und bei 37 °C bei 500 rpm für 2 Stunden im Thermoschüttler weiter inkubiert, 
bevor  auf LB Agarplatten, die mit entsprechenden Antiobiotika versetzt worden sind, nach 
Transformanten selektioniert wurde. Die für die Transformation eingesetzte DNA Menge 
betrug zwischen 0.1 und 3 µg.  
2.5.9.2 Transformation von E. coli 
Aliquotes der chemisch Kompetenten DH5α, BL21(DE3) und Arctic Express (DE3) RIL E. 
coli Zellen wurden für 10 Minuten auf Eis aufgetaut und vorsichtig Plasmid DNA 
hinzugegeben. Der Transformationsansatz wurde für weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert. 
Anschließend erfolgte bei 42 °C für 45 Sekunden ein Hitzeschock. Die Zellen wurden 
daraufhin 2 Minuten auf Eis inkubiert und zum Transformationsansatz wurden 600 µL LB 
Medium hinzugegeben und bei 37 °C mit 500 rpm für 45 Minuten im Thermomixer inkubiert. 
Anschließend wurden Transformanten über LB Agarplatten, die mit entsprechenden 
Antiobiotika versetzt worden sind, selektioniert. 
Die Transformation von Plasmid DNA in XL-10 Gold E. coli Zellen erfolgte noch dem 
Protokoll des Herstellers (Agilent Technologies, La Jolla, USA). 
2.5.10 Konstruktion von Überexpressionssystemen für das Stargate® 
Klonierungssystem von IBA 
Für die Konstruktion von Expressionsvektoren für die herterologe Überexpression des 
OpuCC Substratbindeproteins von B. subtilis 168 wurde das Stargate® Klonierungssystem der 
Firma IBA (Göttingen, Deutschland) benutzt. Das opuCC Gen aus B. subtilis 168 wurde 
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mittels PCR amplifiziert (siehe 2.5.2), dabei wurde das Segment für die Signalsequenz 
entfernt und die erste Aminosäure des reifen OpuCC Proteins an dem der Lipidanker befestigt 
ist von einen Cystein in ein Glycin verändert. Das resultierende 892 bp lange Fragment wurde 
über LguI Schnittstellen in den pEntry Vektor kloniert und in E. coli DH5α transformiert 
(siehe 2.5.9). Der pEntry Vektor trug ein α-Fragment der β-Galatosidase, dadurch war ein 
Blau Weiß Screening auf LB Platten mit X-Gal möglich. Positive Klone wurden über zwei 
Selektionsausstriche gereinigt und der pEntry Vektor aus E. coli DH5α präpariert (siehe 
2.5.1.3). Der Zielvektor des amplifizierten Gens war der pASK-IBA3 Vektor (siehe 
Abbildung 11). Dazu wurde der pEntry Vektor mit dem gewünschten Gen zusammen in einen 
Ansatz mit dem pASK-IBA3 Vektor mit dem Restriktionsenzym Esp3I geschnitten und mit 
einer T4-Ligase ligiert (kombinatorisches Klonierungssystem). Das entstande Plasmid wurde 
in E. coli DH5α Zellen transformiert und positive Klone wurden über zwei 
Selektionsausstriche (LB Platten mit X-Gal und 100 µg/ml Ampicillin) gereinigt. Das 
resultierende pASK-IBA3 Derivat Plasmid pSB1 (siehe Tabelle 3) wurde dann für die 
heterologe Proteinüberexpression eingesetzt (siehe 2.6.3). 
 
 
Abbildung 11: Plasmidkarte des pASK-IBA3 Vektors. 	  
Für die Substratbindeproteine OpuAC und OpuBC lagen bereits Überexpressions Vektoren 
(Derivate des pASK-IBA6 Vektors) aus anderen Arbeiten vor (siehe Tabelle 3).  
2.5.11 Bioinformatische Analysen 
Für die Analyse von Proteinsquenzen wurde ein BLAST-P Algorithmus in den Datenbanken 
Integrated Microbial Genomes and Metagenomes Datenbank (IMG, www.img.jgi.doe.gov) 
und der National Center for Biotechnology Information Datenbank (NCBI, 
www.ncbi.nim.nih.gov) durchgeführt. Die gefundenden Sequenzen wurden mit CLUSTER 
Omega (www.ebi.ac.uk) alignt und ausgewertet. Stammbäume der OpuBC und OpuCC 
Proteine wurden mit iTol (www.itol.embl.de) visualisiert.  
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Für die Berechnung des 16s rRNA Stammbaumes der Gattung Bacillus wurden 16s rRNA 
Sequenzen der Bacillus Stämme aus der Datenbank SILVA High Quality Ribosomal RNA 
Database (www.arb-silva.de) entnommen (Ludwig et al., 2004). Alle Lücken in den 16s 
rRNA Sequenzen wurden entfernt und mit der Software MrBayes v3.1.2 
(www.mrbayes.sourceforge.net) mit den Parametern (4by4/GTR nucleotide substitution 
model with 8 gamma distributed rates for 4 mio generations) bearbeitet. Der Stammbaum 
wurde mit Figtree v1.4.2 (www.tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) visualisiert. Die 
Berechnung des Stammbaumes wurde von Herrn Prof. Dr. Stefan Rensing (Fachbereich 
Biologie, Zellbiologie II, Philipps-Universität Marburg) durchgeführt. 
Für die graphische Dartsellung von Proteinstrukturen wurde routinemäßig die Software 
PYMOL (www.pymol.org) verwendet. 
2.6 Biochemische Methoden 
2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Zur Bestimmung der Reinheit, der molekularen Masse gereinigter Proteine und für den 
Western Blot (siehe 2.6.8) wurde eine SDS-Page durchgeführt (Laemmli, 1970). Dafür 
wurden 12 bis 15 %ige Mini SDS-Gele (8.0 x 6.0 x 0.1 cm3) in Gelapparaturen der Firma 
Biorad (München, Deutschland) verwendet, die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 7 
beschrieben. Proteinproben wurden in SDS-Probenpuffer (62.5 mM Tris/HCL pH 6.8, 4 % 
(v/v) 2-Mercaptoethanol , 17.4 % (w/v) Glycerin und 0.002 % (w/w) Bromphenolblau) 
resuspendiert, bei 95 °C erfolgte eine Denaturierung der Proteine für 10 Minuten im 
Thermocycler. Anschließend wurden die Proben für 10 Minuten bei 13.000 rpm zentrufugiert 
und auf die SDS-Gele aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte 
in einem Tris/HCL Elektrodenpuffer (25 mM Tris/HCL pH 8.8, 192 mM Glycin und 0.1 % 
(w/v) SDS) bei einer Spannung von 20 - 35 mA. Als Marker für die Bestimmung der 
Molekulargewichte wurde ein Page Ruler Prestained Protein Marker (Fermenta Life Science, 
St. Leon-Roth, Deutschland) verwendet. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der 
Proteine wurde ein Western Blot durchgeführt (siehe 2.6.8) oder die SDS-Gele wurden für 45 
Minuten gefärbt (Färbelösung aus 0.25 % CoomassiiTM Brilliant Blue G250, 50 % (v/v) 
Isopropanol und 5 % (v/v) Essigsäure). Eine Enfärbung der SDS-Gele erfolgte auf einem 
Schüttler im Entfärber (50 % (w/v) Isopropanol, 5 % Eisessig und 45 % dH2O).  
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Tabelle 7: Zusammensetzung für ein 15 %iges SDS-Gel. 
Lösung Trenngel Sammelgel 
1,5 M Tris/HCl pH 8.8; 13.8 mM SDS  2.5 ml 
 0,5 M Tris/HCl pH 6.8; 13.8 mM SDS  2.5 ml 
Acrylamid:Bisacrylamid (40 %) 3.75 ml 0.825 ml 
dH2O 3.75 ml 6,675 ml 
TEMED  20 µL 20 µl 
APS (10 %ig) 40 µl 40 µl 
2.6.2 Proteinbestimmung  
Die Konzentrationsbestimmung von einzelnen gereinigten Proteinen erfolgte über eine 
photometrische Messung bei einer Wellenlänge von 280 nm mit Hilfe eines Nanodrops 
(Nanodrop® ND-10.000, PeqLab, Erlangen, Deutschland). Über die bekannte 
Molekularemasse des Proteins und über seine Aminosäurensequenz kann der molekulare 
Extinktionskoeffizient des Proteins bestimmt werden, mit dessen Hilfe über eine 
Absorbtionsmessung die Proteinkonzentration bestimmt werden kann.  
2.6.3 Heterologe Proteinexpression von Substratbindeproteinen von B. 
subtilis in E. coli 
Für die heterologe Proteinüberexpression verschiedener Opu Substratbindeproteine wurden 
entsprechende E. coli Expressionstämme (siehe Tabelle 1) verwendet. Die 
Expressionsplasmide (siehe Tabelle 3) wurden in die E. coli Stämme transformiert und auf 
LB Platten mit Antibiotikum (Ampecillin 100 µg/ml) über Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine 
Einzelkolonie wurde für eine über Nacht Kultur in 200 ml MMA angeimpft (siehe 2.3.1) und 
bei 37 °C geschüttelt. Aus dieser Vorkultur wurde eine 1 L MMA Hauptkultur mit OD578 0.1 
angeimpt und bei 37 °C bis zu einer OD578 0.7 kultiviert. Für die Induktion der 
Proteinüberexpression wurde 100 µl AHT (2 mg/ml) in das Medium gegeben, denn die 
Überexpressionsplasmide besaßen ein AHT induzierbaren tet-Promotor. Die induzierten 
Kulturen wurden entweder für 16 Stunden bei 18 °C (E. coli Arctic Express) oder für 2 
Stunden bei 37 °C (E. coli BL21) weiter geschüttelt und anschließend pelletiert und bei -20 
°C gelagert. Die Proteinüberexpression wurde mit einer SDS-Page kontrolliert (siehe 2.6.1). 
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2.6.4 Reinigung der Opu Substratbindeproteine von B. subtilis mittels 
Affinitätschromatographie und Ionenaustausch 
Nach einer heterologen Proteinüberexpression der Opu Substratbindeproteine wurden die 
Kulturen pelletiert und bei -20 °C weggefroren (siehe 2.6.3). Die Proteinpellets wurden in 20 
ml Laufpuffer (100 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCL) resuspendiert, worauf ein 
Zellaufschluss durch eine viermalige Passage durch eine French Press Zelle (4 °C) bei einem 
Druck von 1000 PSI folgte. Für die Entfernung von Zelltrümmern folgte anschließend eine 
Zentrifugation in einer Ultrazentrifuge (60 Minuten, 35.000 rpm, 4 °C).  
Alle verwendeten Expressionsplasmide enthielten ein Strep-tagII™ und konnten daher über 
eine Strep-Tactin®-Sepharose Säule mittels Affinitätschromotographie (ÄKTAbasic, GE 
Healthcare, München, Deutschland) gereinigt werden. Die Reinigungssäule wurde mit 5 
Säulenvolumen equilibriert und über ein Loop mit dem Proteinextrakt beladen. Die Säule 
wurde mit dem Laufpuffer gewaschen (10 bis 12 Säulenvolumen), das diente der Entfernung 
aller Proteine die nicht an die Säulenmatrix gebunden sind. Damit gebundene Proteine von 
der Säulenmatrix eluiert werden konnten, wurde die Säule mit dem Elutionspuffer (100mM 
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 2.5 mM Destiobiotin) gewaschen und die eluierten Proteine in 3 
ml Fraktionen aufgefangen. Für die Regeneration der Strep-Tactin®-Sepharose® Säule wurde 
die Säule mit Regenerationspuffer (100 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 2.5 mM HABA) 
gewaschen. 
Die gereingten Proteine wurden Ankonzentriert und um gepuffert (siehe 2.6.5). Das OpuCC 
Protein wurde direkt für Floureszenzspektroskopische Experimente eingesetzt (siehe 2.6.6), 
während das OpuAC und OpuBC noch zusätzlich über Nacht mit Factor XA (New England 
Biolabs, Ipswich, MA, USA) in der Konzentration 1 mg/ml Units pro 50 µg Protein für 16 
Stunden bei Raumtemperatur geschnitten wurden. Diese beiden Vectoren besitzen eine 
OmpA-Signalpeptidsequenz die zusammen mit dem Strep-tagII™ abgeschnitten wurde.  
Dieses Protein/Protease/Peptide Gemisch wurde am nachfolgenden Tag mittels eines 
Ionenaustauschers getrennt. Dafür wurde eine mit Chromatographiepuffer (25 mM Tris pH 
7.5, 25 mM NaCl) equlibrierte 5 ml HiTrapQ-Säule (GE Healthcare, München, Deutschland) 
mit dem Gemisch über ein 2 ml Loop beladen und mit dem Chromatographiepuffer 
gewaschen. Über einen Salzgradienten von 25 mM – 1 M NaCl wurden das rekombinante 
Protein von der Protease getrennt und in 3 ml Fraktionen eluiert. Das OpuBC Protein wurde 
Ankonzentriert (siehe 2.6.5) und für Floureszenzspektroskopische Experimente bzw. für die 
Kristallisation (siehe 2.6.7) eingesetzt. Für das OpuAC Proteine folgte eine Dialyse, die 
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ausführlich in Smits et al., 2008 und Bashir et al., 2014a beschrieben wurde, bevor das 
gereinigte Protein für Floureszenzspektroskopische Experimente eingesetzt wurde. 
2.6.5 Ankonzentration gereinigter Proteine 
Für die Ankonzentrierung von Proteinlösungen wurden Vivaspin 6 ml Ankonzentrierer 
(Sartorius Stemdim Biotech GmbH, Göttingen, Deutschland) mit einer Ausschlussgröße von 
10 kDa der Firma VivaScience (Hannover, Deutschland) unter Angaben des Herstellers 
verwendet. Nach der Ankonzentrierung der Proteine erfolgte ein Pufferaustausch.  
2.6.6 Floureszenzspektroskopische Bestimmung der Bindungsaffinitäten 
der extrazellulären Substratbindeproteine von B. subtilis 
Die kinetischen Parameter der Bindungsaffinitäten (Kd) von OpuAC, OpuBC, OpuCC und 
deren Derivaten zu verschiedenen kompatiblen Soluten wurde über eine intrinsische 
Tryptophan/Tyrosinfluoreszenz Spektroskopie bestimmt (Horn et al., 2006, Smits et al., 2008, 
Pittelkow et al., 2011). Die Messung der Floureszenz (Emissionsspektrum von 300 – 400 nm) 
wurde im Fluoreszenzphotometer (Cary Eclipse, VARIAN, Palo Alto, CA, USA) 
durchgeführt. Die Spaltweite zum Austritt des Lichtes für die Anregung der Proteine 
(Endkonzentration 1 µM Protein für den Assay) betrug 10 mm. Die aromatsichen 
Aminosäuren Tryptophan (W) und Tyrosin (Y), die den „aromatischen Cage“ bilden wo die 
Kopfgruppen der Substrate gebunden werden, sind bei einer Wellenlänge von 280 nm 
angeregt. Der aromatische Ring der Aminosäuren besitzt delokalisierte π-Elektronen, die sehr 
stark ultraviolettes Licht absorbieren. Eine Bindung des Substrates konnte daher über eine 
Änderung des Emissionsspektrums detektiert werden. Dazu wurden zum Protein 
unterschiedliche Konzentrationen von kompatiblien Soluten hinzu titriert. Nach einer Minute 
Inkubationszeit wurde das Emissionsspektrum detektiert. Über ein Vergleich der 
Emissionsspektren des Proteins ohne bzw. mit Substrat konnte eine Änderung der 
Emissionswellenlänge (OpuAC mit Glycin Betain) oder eine Änderung der 
Fluoreszenzintensität (OpuAC mit DMSP, OpuBC und OpuCC mit allen Substraten) über ein 
automatischen Peak Search detektiert werden. Die Verschiebungen der Emissionswellenlänge 
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Emissionswellenlänge: F   = F0 + (ΔF * (S0)/((S0) + Kd)) 
    F   = Fluorezenzintensität der eingesetzten Substratkonzentration 
    F0  = Fluorezenzintensität ohne Substrat 
    ΔF = Änderung der Fluorezenzintensität 
    S0  = Eingesetzte Substratkonzentration 
    KD = Bindungskonstante 
 
Fluoreszenzintensität:  λem,max   = λem,max0 + (∆λem,max * (S0)/((S0) + Kd)) 
λem,max   = Emissionswellenlänge vom Intensitätsmaximum mit 
     Substrat 
    λem,max0 = Emissionswellenlänge vom Intensitätsmaximum ohne 
          Substrat 
Die Bindungsaffinitäten wurden über ein Fit mit der Software GraphPad Prism 5 ermittelt 
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).  
2.6.7 Kristallisation von Proteinen 
Für Kristallisationsstudien wurde die OpuBC Mutante (D74T) verwendet. Das Plasmid mit 
der Mutation im OpuBC Protein (pMP55) wurde bereits konstruiert und von Herrn Marco 
Pittelkov zur Verfügung gestellt. Die Produktion und Reinigung des Proteins für die 
Kristallisation erfolgte wie bei 2.6.3 und 2.6.4 beschrieben. Die Kristallisation und Auflösung 
der Struktur mit den Substraten Glycin Betain, Cholin, Carnitin, DMSP und Cholin-O-Sulfat 
wurde von Herrn Sander Smits (Institut für Biochemie, Heinrich-Heine Universität 
Düsseldorf, Deutschland) durchgeführt und erfolgten nach den gleichen Bedingungen wie bei 
Pittelkov et al., 2011 beschrieben. Die aufgelösten Strukturen mit den jeweiligen Substraten 
wurden mit der Software PyMOL bearbeitet und dargestellt.  
2.6.8 Western Blot und Immundetektion 
Der Western Blot diente für den Nachweis, dass die korrekten Substratbindeproteine in den B. 
subtilis Mutanten Stämmen SBB9 (OpuBC+) und SBB10 (OpuCC+) vorhanden waren und das 
sie stabil vorliegen und exprimiert werden. Die B. subtilis Stämme SBB6, SBB7, SBB8, 
SBB9 und SBB10 (siehe Tabelle1) wurden auf LB Platten ausgestrichen und bei 37 °C über 
Nacht inkubiert. Eine Einzellkolonie wurde im 5 ml LB Medium angeimpft und im Roller bei 
37 °C inkubiert. Aus der LB Tageskultur wurde eine 20 ml SMM Kultur angeimpft, die bei 
Material	  und	  Methoden	   	   51	  
37 °C im Wasserbad geschüttelt wurde. Am nächsten Morgen wurde eine 20 ml SMM Kultur 
auf OD578 0.1 von der Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD578 0.5 kultiviert. 
Anschließend erfolgte ein Salzschock auf eine Salzkonzentration im Medium von 0.4 M NaCl 
mit 4M NaCl SMM. Nach 60 Minuten wurden 1 ml Aliquotes der B. subtilis Stämme 
abgenommen, zentrifugiert (15 Minuten, 13.000 rpm, 4 °C) und die Zellpellets bei -20 °C 
aufbewahrt. 
Die Zellpellets wurden in TE Puffer resuspendiert (Formel : x (ml) = gerntete ml * OD578 / 25 
* 0.75) und mit SDS-Probenpuffer (62.5 mM Tris/HCL pH 6.8, 4 % (v/v) 2-Mercaptoethanol, 
17.4 % (w/v) Glycerin und 0.002 % (w/w) Bromphenolblau) beladen. Die Proteinproben 
wurden für 10 Minuten bei 95 °C im Thermocycler gekocht und für 10 Minuten bei 13.000 
rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Ein 12. 5 %iges SDS-Gel wurde mit 10 µl der Probe 
beladen und die Proteine wurden elektrophoretisch getrennt (siehe 2.6.1) und anschließend 
wurde ein Western Blot durchgeführt. Die Nylon Transfer Membran (Schleich & Schuell 
BioScience, Keene, USA) wurde über Nacht bei leichten schwenken in TBSTM geblockt. Die 
Immundetektion des Substratbindeproteins OpuBC erfolgte mit den Antikörpern AK OpuBC 
(5 µl/10 ml) und vom Substratbindeprotein OpuCC erfolgte die Detektion mit den Antikörper 
AK OpuCC (8 µl/10 ml) (Kappes et al., 1999). Die erste Inkubation mit den ersten 
Antikörpern wurde für 2 Stunden unter leichtem schwenken in 10 ml TBSTM durchgeführt. 
Die Nylon Transfer Membran wurde anschließend dreimal für 10 Minuten mit 30 ml TBST 
gewaschen bevor der sekundäre Antikörper AK AP Donkey Anti-Rabbit IgH (1 µl/10 ml) 
(Promega, Madison, WI, USA) in 10 ml TBSTM zur Inkubation für 1.5 Stunden 
hinzugegeben wurde. Danach wurde die Nylon Transfer Membran nochmals mit 50 ml TBST 
gewaschen und anschließend die Membran in 10 mM Tris pH 9 equilibriert. Der sekundäre 
Antikörper enthält eine Alkaline Phosphatase mit dessen Hilfe die Proteine detektiert werden 
können. Die Detektion der OpuBC und OpuCC Proteine (Blue 450 nm, 800 V) erfolgte im 
Storm860 (GE Healthcare Life Science, München, Deutschland). Die in Tris Puffer 
equilibrierte Nylon Transfer Membran wird mit dem Substrat ECF (Amersham Bioscience, 
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Tabelle 8: Lösungen für den Western-Blot. 
Lösung Komponenten 
Waschpuffer TE 10 ml 1 M Tris pH 7.5 
 
2 ml   0.5 M EDTA 
 
  
Inkubationspuffer 20 ml  1 M Tris pH 7.5 
TBST  30 ml  5 M NaCl 
 
0.5 ml Tween-20 
 
  
TBSTM TBST mit 5% Magermilchpulver 
 
  
Western-Blot Puffer 9. 45 g   Tris 
(für 5 L) 45. 04 g Glycin 
 
1 L Methanol 
 
1 g SDS 
 
2.6.9 Amylase-Test 
Ein Amylase-Test von B. subtilis Stämmen erfolgte nach einer Transformation mit 
mutagenisierten Plasmiden (siehe 2.5.4), die durch die doppelt homologe Rekombination in 
das amy Gen im Chromosom von B. subtilis integrieren. Natürlicherweise besitzt B. subtilis 
ein Amylase-Gen, das es dem Bakterium erlaubt Stärke abzubauen. Diese Gen ist für B. 
subtilis nicht essentiell und daher wird der Genlocus oft für die stabile Integration neuer Gene 
verwendet. Der Nachweis einer erfolgreichen Integration des gewünschten Gens erfolgte über 
ein Amy- Phänotyp auf Stärkeplatten. Durch eine erfolgreiche Integration wurde das 
Amylase-Gen zerstört und das Bakterium war nicht mehr in der Lage Stärke abzubauen. Nach 
der Transformation von B. subtilis  Stämmen (siehe 2.5.9) wurden Transformanten auf Stärke 
Platten ausgestrichen (20 g Stärke, 1 g Hefextrakt, 3 g Pepton, 70 g NaCl und 15 g Agar pro 
L) und bei 37 °C über Nacht inkubiert. Am nachfolgenden Tag wurde eine Iod-Kaliumiodid-
Lösung (0.5 % (w/v) Jod, 1 % (w/v) Kaliumiodid in H2O) auf die Stärkeplatten verteilt 
(Cutting and Horn, 1990). Ist das Amylase-Gen intakt war ein deutlicher heller Hof 
erkennbar, während ein Hof bei einem zerstörten Amylase-Gen nicht sichtbar war.  
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2.6.10 Bestimmung des intrazellulären Prolin Pools  von osmotisch 
gestressten B. subtilis Zellen 
Für die intrazelluläre Quantifizierung von Prolin in B. subtilis wurde eine Kalometrische-
Methode verwendet (Bates et al., 1973 und Whatmore et al., 1990). Die Methode basierte 
darauf, dass Ninhydrin bei niedrigem pH mit den Aminogruppen der Aminosäuren ein blauen 
Farbkomplex bildet, während bei sekundären Aminosäuren (wie z. B. Prolin) ein roter 
Farbkomplex gebildet wurde. Der Prolinderivatkomplex konnte photometrisch bei einer 
Wellenlänge von 480 nm gemessen werden, dabei nahm die Prolinkonzentration proportional 
zur Intensität des roten Farbstoffes zu (Lambert Beersches Gesetz).  
Zur Bestimmung des intrazellulären Prolin Pools wurden B. subtilis Zellen bis zu einer OD578 
von 1.6 - 1.8 in SMM mit 1.2 M NaCl wachsen gelassen (in Abwesenheit oder in 
Anwesenheit von 25 - 1000 µM kompatibler Solute). Anschließend wurden 8 ml 
Bakterienkultur für 15 Minuten bei 20 °C Raumtemperatur und 5000 rpm zentrifugiert, der 
Überstand wurde verworfen und die Zellpellets bei -20 °C eingefroren. Für den Assay wurde 
das Zellpellet in 900 µl SSA-Lösung resuspendiert (3 % (w/v) 5-Sulfosalicylsäure) und über 
Nacht unter starkem schütteln (750 rpm) im Thermocycler bei Raumtemperatur wurden die 
Zellen aufgeschlossen. Die aufgeschlossenen Zellen wurden für 15 Minuten bei 13.000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand (50 bis 500 µl) in ein neues Röhrchen überführt. Zu dem 
Zellextrakt kamen 500 µl Ninhydrin-Lösung (1. 25 g Ninhydrin, 30 ml Eisessig, 20 ml 6 M 
Phosphorsäure) und 500 µl Eisessig hinzu und das gesamte Gemisch wurde für 1 Stunde im 
Wasserbad gekocht und danach auf Eis kühl gestellt. Zu der Lösung wurden 2 ml Toluol 
hinzugegeben und die Probe für 30 Sekunden sorgfältig gewortextet. Nach einer 
anschließenden Zentrifugation für 10 Minuten bei 5000 rpm wird der Prolin-Ninhydrin-
Farbkomplex in Küvetten überführt und die Absorption bei 480 nm gegen Toluol als 
Blindwert gemessen. Die Berechnung der intrazellulären Prolin Konzentration erfolgt über 
folgende Formel:   (µl SSA / (OD578 * 0,65 µl * x ml)) * (Δ Extinktion / (m * 10)). 
µl SSA = In wieviel µl SSA das Zellpellet gelöst wurde 
x OD578 = OD578 der gewachsenen B. subtils Kultur 
0.65 µl  = Zellvolumen von B. subtilis bei OD578 1 
x ml  = Wieviel Bakterienkultur abzentrifugiert wurde 
Δ Extinktion = Extinktion des Prolin-Ninhydrin-Farbkomplexes (OD480) 
m  = Steigung der Prolin-Kalibrationsgerade 
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2.6.11 Bestimmung der TreA-Aktivität 
Zur Bestimmung der Expressionen von ausgewählten Genen wurde die TreA-Aktivität 
(Phospho-α-(1.1)-Glukosidase) in TreA-Reportergenfusionstämmen bestimmt, dabei wurde 
geschaut ob verschiedene kompatible Solute Einfluss auf die Genexpression unter hohen 
Osmolaritäten ausüben. Das  chromogene Substrate pNPG (Phospho-α-(1.1)- 
Glucopyranosid) konnte über das TreA-Enzym umgesetzt werden, wobei eine gelbliche 
Färbung entstand. Dieses gelbliche Reaktionsprodukt konnte photometrisch bei einer 
Wellenlänge von 420 nm quantifiziert werden (Gotsche und Dahl, 1995).  
Die B. subtilis Stämme JSB7 (proH-treA) und MBB9 (opuA-treA) trugen TreA-
Reporterfusionen stabil in ihren Genom (Brill et al., 2011b und Hoffmann et al., 2013) und 
wurden in SMM und in SMM mit 1.2 M NaCl (in Abwesenheit oder in Anwesenheit von 1 
mM kompatibler Solute) bis zu einer OD578 von 1.5 kultiviert und anschließend 1 ml 
Bakterienkultur abgenommen und für den TreA Aktivitäts Assay eingesetzt (Gotsche und 
Dahl, 1995; Helfert et al., 1995; Hoffmann et al., 2013). Die TreA-Aktivität wurde definiert 
als [Units (mg Protein)-1] (Miller, 1972).  
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3. Ergebnisse 
3.1 DMSP als kompatibles Solute bei B. subtilis 
Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht ob DMSP und seine Derivate bei B. subtilis als 
kompatible Solute aktiv waren. Dafür wurde zuerst Wachstum unter verschiedenen 
Stressbedingungen bei Zugabe von DMSP und seine Derivate beobachtet. Desweiteren wurde 
der regulatorische Einfluss auf den Prolin Pool und die Repression der OpuA Expression 
unter Salzstress untersucht, denn es ist bekannt das kompatible Solute (z. B. Glycin Betain) 
regulatorische Einfluss auf die Expression der Prolinbiosynthese und des OpuA Transporters  
nehmen können. Schützen DMSP und seine Derivate B. subtilis unter verschiedenen 
Stressbedingungen, müssen die Substanzen in der Zelle akkumuliert werden. Unter 
Stressbedingungen sind die Opu Transporter für die Aufnahme der kompatiblen Solute 
beteiligt (siehe Abbildung 1). Mit verschiedenen Opu Deletionsstämmen wurde experimentell 
untersucht durch welche Transporter die Substanzen in die Zelle gelangen. Außerdem wurden 
Transport Studien mit radioaktiven Substanzen durchgeführt, dadurch konnten die kinetischen 
Parameter für die Akkumulation der Substanzen bestimmt werden. Die Affinität und das 
Substratprofil wird im wesentlichen durch die extrazellulären SBP der Opu Transporter 
bestimmt, deswegen wurden Bindungsassays mit gereinigten SBP durchgeführt und die 
Bindung der Substrate in einem in silico Modell im Detail geklärt. Mit einer 
bioinformatischen Untersuchung wurde geschaut wie die Verteilung der Opu Transporter in 
der Gattung Bacillus aussieht. 
3.1.1 DMSP als Kohlenstoff- oder Schwefelquelle  
Viele Mikroorganismen nehmen Substanzen aus ihrer Umgebung auf und können diese Stoffe 
als Nährstoffquelle nutzen. DMSP wird von marinen Mikroorganismen und wenigen 
Landpflanzen synthetisiert und kann von vielen Mikroorganismen abgebaut werden (Curson 
et al., 2011; Moran et al., 2012), allerdings ist nicht bekannt ob B. subtilis DMSP als 
Nährstoffquelle nutzen kann. DMSP war eine potenzielle Kohlenstoff- und Schwefelquelle. 
Um zu testen ob B. subtilis JH642 DMSP als Kohlenstoff- oder Schwefelquelle nutzen 
konnte, wurden die Zellen in SMM und in SMM mit 0.4 M Salz für 20 Stunden im 
Wasserbad wachsen gelassen (37 °C, 220 rpm). Im SMM wurde die Kohlenstoffquelle (28 
mM Glukose) durch 32 mM DMSP ersetzt, außerdem wurde die Schwefelquelle (15 mM 
(NH4)2SO4, 200 µM MgSO4) durch 15 mM bzw. 200 µM DMSP ersetzt. Hohe DMSP 
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Konzentration können toxisch sein, daher wurden außerdem niedrige Konzentrationen (2 mM 
DMSP) für die Versuche eingesetzt. 
 
Abbildung 12: DMSP als Kohlenstoff- und Schwefelquelle bei B. subtilis. B. subtilis JH642 Zellen wurden in 
SMM und in SMM mit 0.4 M (37 °C, 220 rpm) für 20 Stunden kultiviert und das Wachstum photometrisch 
gemessen (OD578). (A) Die Kohlenstoffquelle Glukose (28 mM) wurde im SMM durch 32 mM DMSP ersetzt. 
(B) Die Schwefelquelle (NH2)4SO4 (15 mM) wurde im SMM durch 15 mM DMSP ersetzt. Die fehlende 
Stickstoffquelle wurde mit 15 mM (NH2)4HPO4 ergänzt.  
Im Wachstumsexperiment wurde nach 20 Stunden Inkubation von B. subtilis JH642 kein 
Wachstum beobachtet, wo DMSP als Kohlenstoff- oder Schwefelquelle verwendet wurde. 
Waren die normalen Kohlenstoff- oder Schwefelquellen (Glukose, (NH4)2SO4 und MgSO4) 
im SMM vorhanden, war normales Wachstum bei der Anwesenheit von 15 mM (NH2)4HPO4 
als Stickstoffquelle zu beobachten. B. subtilis konnte DMSP nicht als als Kohlenstoff- und 
Schwefelquelle nutzen und gehört damit zu den Mikroorganismen welche DMSP nicht 
abbauen können.  
3.1.2 Salz-, Kälte- und Hitzestress bei B. subtilis 
Unter Stressbedingungen ist B. subtilis in der Lage kompatible Solute aus der Umgebung zu 
akkumulieren oder Glycin Betain über Cholin bzw. Prolin de novo zu synthetisieren, 
allerdings wird die Aufnahme von kompatiblen Soluten aus der Umgebung bevorzugt 
(Dinnbier et al., 1988; Oren, 1990; Higgins, 1992; Akashi and Gojobori, 2002; Pittekov and 
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Bremer, 2011). Bei vielen kompatiblen Soluten konnte bereits gezeigt werden, dass sie B. 
subtilis unter Stressbedingungen schützen, insbesondere an den 
Temperaturwachstumsgrenzen (13 °C bzw. 52 °C) oder bei hoher Osmolarität (1.2 M NaCl) 
(Bremer, 2002; Holtmann and Bremer, 2004; Hoffmann and Bremer, 2011). Besonders 
Glycin Betain hat sich hierbei als potentes kompatibles Solut herausgestellt. Hier wurde 
DMSP, das natürliche Selenium Derivate DMSeP und sechs synthetische DMSP Derivate auf 
ihre protekiven Eigenschaften als kompatible Solute bei Salz-, Kälte- und Hitzestress 
untersucht.  
 
Abbildung 13: Strukturformeln von Glycin Betain, DMSA, DMSP und die natürlichen und synthetischen 
Derivate. 
(A) B. subtilis JH642 wurde in SMM mit 1.2 M NaCl inkubiert (37 °C, 220 rpm), (B) B. 
subtilis 168 wurde in SMM über mehrere Tage inkubiert (13 C°, 220 rpm) und (C) B. subtilis 
JH642 wurde in SMM inkubiert (52 °C, 220 rpm). Das Wachstum wurde nach jeweils 1 
Stunde bzw. beim Kälteexperiment nach 24 Stunden photometrisch bestimmt (OD578). Für die 
verschiedenen Assays wurde 1 mM an kompatiblen Solut steril zum SMM dazugegeben. Der 
B. subtilis JH642 besaß ein kältesesitiven Phänotyp und deswegen wurde für die 
Kältestressexperimente der B. subtilis 168 Stamm benutzt, der kein Defekt im ilvB Gen besaß 
(siehe Punkt 2.4.2) (Wiegeshoff and Marahiel, 2007).  
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Abbildung 14: Protektion von B. subtilis bei Salz-, Kälte- und Hitzestress.  (A) B. subtilis JH642 wurde in 
SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) ohne und mit der Anwesenheit verschiedener kompatibler Solute 
kultiviert. (B) B. subtilis 168 wurde in SMM bei 13 °C ohne und mit der Anwesenheit verschiedener kompatibler 
Solute kultiviert. (C) B. subtilis JH642 wurde in SMM bei 52 °C ohne und mit der Anwesenheit verschiedener 
kompatibler Solute kultiviert.  
Die Wachstumskurven in der Abbildung 14 zeigten die protektiven Eigenschaften von DMSP 
und seinen Derivaten bei Salz-, Kälte- und Hitzestress. Als positiv Kontrolle wurden B. 
subtilis Zellen in Anwesenheit von Glycin Betain inkubiert, den bei Glycin Betain ist bekannt 
das es ein sehr gutes Stressprotektiva ist (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; 
Bremer, 2002). Als negativ Kontrolle wurden B. subtilis Zellen ohne kompatbile Solute 
inkubiert.   
(A) Glycin Betain, DMSP und sechs DMSP Derivate waren bei B. subtilis JH642 
osmoprotetktiv. Nur das Derivat MPSP zeigte keinen Einfluss auf das Wachstum. Alle 
anderen Solute bieten ein Wachstumsvorteil für die Zellen unter hohen osmotischen 
Bedingungen, allerdings im unterschiedlichen Maße. Glycin Betain und DMSP waren sehr 
gute Osmoprotektiva, während DMSeP ein moderates Osmoprotektiv war. Die Derivate 
DMTeP, EMSP, DESP, IMSP und TMSP ermöglichen ebenfalls ein Wachstumsvorteil, 
allerdings trat der Schutz wesentlich später ein. Die natürlichen Solute zeigten den besten 
Osmoschutz, während bei den synthetischen DMSP Derivaten der Osmoschutz später eintrat.  
(B) Bei Kältestress und ein Wachstum über mehrere Tage bei 13 °C zeigten nur Glycin 
Betain, DMSP, DMSeP und EMSP ein Wachstumsvorteil für gestresste B. subtilis 168 Zellen. 
Hier waren DMSP und Glycin Betain die besten Solute, während der Kältestressschutz bei 
DMSeP und EMSP erst ein paar Tage später auftrat. Alle anderen Solute, wie auch die 
negativ Kontrolle, zeigten kein Wachstumsvorteil unter diesen Bedingungen. Hier zeigten die 
natürlichen Solute Glycin Betain, DMSP und DMSeP, wie bei Salzstress, den besten Schutz. 
Jediglich das synthetische Derivate EMSP zeigte Kältestressprotektion.  
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(C) Das Wachstum von B. subtilis JH642 bei 52 °C konnte nur durch die Solute Glycin Betain 
und DMSP gewährleistet werden. Beide Solute waren ausgezeichnete Hitzestressprotektiva. 
Bei allen weiteren Solute, wie auch bei der negativ Kontrolle, konnte kein Wachstum bei 52 
°C beobachtet werden. 
Durch die Salz-, Kälte- und Hitzestress Experimente konnte eindeutig gezeigt werden, dass 
DMSP für B. subtilis ein sehr gutes Stressprotektiva darstellt. DMSP schützte die Zellen unter 
allen drei Stressbedingungen im gleichen Ausmaß wie Glycin Betain. DMSP kann nicht 
verstoffwechelt werden und ist daher ein ausgezeichnetes Stressprotektiva für B. subtilis. Das 
natürliche DMSP Derivat DMSeP und die synthetischen Derivate zeigten alle Schutz bei 
Salzstress, bei Kältestress allerdings nur noch DMSeP und EMSP. Keines der Derivate zeigte 
ein Wachstum bei Hitze. Herauszunehmen war das Derivat MPSP, denn es zeigte kein Schutz 
unter allen drei Stressbedingungen. MPSP konnte nicht von den B. subtilis Zellen akkumuliert 
werden und wurde deswegen für die weiteren Untersuchungen nicht weiter beachtet (siehe 
Abbildung 19).  
3.1.3 Regulatorischer Einfluss von DMSP und seinen Derivaten auf die 
Prolinbiosynthese und auf die Expression des opuA Operons 
Die Adaption von B. subtilis an hohe Osmolaritäten wird durch die Biosynthese und 
Akkumulation hoher Konzentrationen an Prolin von der Zelle bewerkstelligt (Whatmore et 
al., 1990; Brill et al., 2011a,b). Die interne Prolinkonzentration, die bis auf 500 mM in der 
Zelle steigen kann, ist dabei abhängig von der Osmolarität der Umgebung. Es besteht ein 
linearer Zusammenhang zwischen der äußeren Osmolarität und der internen 
Prolinkonzentration  (Brill et al., 2011a; Hoffmann et al., 2013; Zaprasis et al., 2013). Kann 
B. subtilis kompatible Solute aus der Umgebung akkumulieren, wird die osmostress-adaptive 
Prolinbiosynthese runter reguliert (Hoffmann et al., 2013; Bashir et al., 2014b).  
Die Aufnahme von kompatiblen Soluten (z. B. Glycin Betain) kann die intrazelluläre 
Prolinkonzentration als auch die Expression des proHJ Operons maßgebend beeinflussen. Um 
zu testen ob DMSP und die DMSP Derivate ein ähnlichen Einfluss auf die Prolinbiosynthese 
nehmen konnten, wurde die interne Prolinkonzentration und die Expression des proHJ 
Operons bestimmt (Promotoraktivität).  
Die Beeinflussung der internen Prolinkonzentration durch die kompatiblen Solute wurde bei 
B. subtilis JH642 in SMM mit 1.2 M NaCl bestimmt (37 °C, 220 rpm). Glycin Betain, DMSP 
und seine Derivate wurden in unterschiedlichen Konzentrationen zum Medium hinzugeben 
(Endkonzentration 25 - 1000 µM) und die intrazelluläre Prolinkonzentration bestimmt (siehe 
2.6.10).  
Ergebnisse	   	   60	  
Die Beeinflussung auf die Expression bei Anwesenheit der Solute in der Zelle auf das proHJ 
Operon wurde durch eine TreA-Reportergenfusionen bestimmt. Der B. subtilis Stamm JSB7 
besitzt eine proHJ-treA Fusion im Genom (Einzelkopie). Diese TreA Reportergenfusionen ist 
unter der Kontrolle des nativen proHJ Promotors und die Expression des Operons kann durch 
eine TreA-Aktivitätsbestimmung ermittelt werden. Der B. subtilis Stamm JSB7 wurde in 
SMM mit 1.2 M NaCl ohne und mit der Anwesenheit kompatibler Solute (Endkonzentration 1 




Abbildung 15: Einfluss von DMSP und seinen Derivaten auf die de novo Synthese der intrazellulären 
Prolinkonzentration und auf die Expression des proHJ Operons über eine TreA Aktivitätsmessung.  (A) 
B. subtilis JH642 wurde in SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) in der Abwesenheit oder Anwesenheit 
verschiedener kompatibler Solute (Endkonzentration 25 - 1000 µM) inkubiert. Bei einer OD578 von 1.6 wurden 
die Zellen für eine intrazelluläre Quantifizierung der Prolinkonzentration genommen. (B) Der B. subtilis Stamm 
JSB7 (proHJ-treA) wurde in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einer OD578 1.5 wachsen gelassen. Verschiedene 
kompatible Solute wurden in der Endkonzentration von 1 mM zum SMM dazugegeben und die Zellen wurden 
für einer Aktivitätsmessung der TreA-Aktivität eingesetzt. Dargestellt sind die Experimente aus zwei 
unabhängigen Kulturen. Die Standartabweichungen repräsentieren die Unterschiede bei den Enzymmessungen. 
(A) Osmotisch gestresste B. subtilis Zellen akkumulieren 500 - 600 mM Prolin bei 1.2 M 
NaCl, die intrazelluläre Prolinkonzentration wird allerdings bei der Anwesenheit von 
kompatiblen Soluten verringert. Die Titrationskurve in Abbildung 15 A zeigte den Einfluss 
von Glycin Betain, DMSP und seinen Derivaten auf den intrazellulären Prolin Pool, wenn die 
Konzentration der kompatiblen Solute von 25 - 1000 µM erhöht wurde. Glycin Betain drückte 
die Prolinkonzentration nahzu auf das Basal-Level von 10 - 15 mM Prolin, aber auch DMSP 
und das natürliche Derivat DMSeP besaßen ein ähnlichen Effekt. Bei allen synthetischen 
DMSP Derivaten wurde die intrazelluläre Prolinkonzentration nur moderat verringert. 
Dazwischen lag das Derivat TMSP. 
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(B) Wurden kompatible Solute aus der Umwelt akkumuliert, konnten sie die Expression des 
proHJ Operons beinflussen. In Abbildung 15 B wurde die Aktivität der Expression des proHJ 
Operons über eine TreA-Aktivität kalkuliert. Bei der Abwesenheit von kompatiblen Soluten 
konnte eine Expression von ca. 140 Units (mg pro Protein-1) kalkuliert werden. Alle 
kompatiblen Solute reprimierten bei ihrer Anwesenheit die Expression des Operons. Die 
kompatiblen Solute Glycin Betain, DMSP, DMSeP und DMTeP reprimierten die Expression 
um die Hälfte, während die Solute EMSP, DESP, IMSP und TMSP die Expression jediglich 
moderat reprimierten. Die Solute DMSeP und DMTeP zeigten den stärksten Einfluss auf die 
Expression.  
Die Bestimmung der intrazellulären Prolinkonzentration und die Expression des proHJ 
Operons zeigten beim Solute DMTeP eine Diskrepanz. Während die intrazelluläre 
Prolinkonzentration jediglich moderat verringert wurde, zeigte DMTeP die stärkste 
Reprimierung der proHJ Expression von über die Hälfte. Bei allen anderen kompatiblen 
Soluten korrelierte die intrazelluläre Prolinkonzentration mit der Reprimierung der 
Expression.  
Die Akkumulation von kompatiblen Soluten hatte bei B. subtilis nicht nur ein Einfluss auf die 
Prolinbiosynthese (siehe Abbildung 15), sondern auch auf die Genexpression osmotisch 
induzierter Gene (Hoffmann et al., 2013; Kohlstedt et al., 2014). Das opuA Operon war 
osmotisch induzierbar und daher war der Promotor ein ausgezeichneter Reporter für die 
Induktion von Genen bei hohen Osmolaritäten. Die Expression des opuA Operons unter 
Salzstress nahm mit der Akkumulation von Glycin Betain ab (Hoffmann et al., 2013). Der B. 
subtilis Stamm MBB9 (siehe Tabelle 2) trug eine opuA-treA Reportergenfusion als 
Einzelkopie fest im Genom. Mit dieser TreA-Reportergenfusion konnte die Aktivität des 
nativen opuA Promotors unter Salzstress untersucht werden bzw. wie die Expression bei der 
Anwesenheit von DMSP und seinen Derivaten beeinflusst wurde. 
MBB9 Zellen wurden in SMM und in SMM mit 1.2 M (37 °C, 220 rpm) ohne bzw. mit 
kompatiblen Soluten (Endkonzentration 1 mM) kultiviert und die Aktivität der Expression 
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Tabelle 9: Repression der OpuA Expression mit verschiedenen kompatiblen Soluten. 
  
   TreA-Aktivität [U (mg Protein-1)] 
Kompatible Solute Ohne NaCl   1. 2 M NaCl 
Ohne 
 
66 ± 2 
 
561 ± 35 
Glycin Betain 
 
18 ± 2 
 
88 ± 3 
Carnitin 
 
17 ± 2 
 
102 ± 4 
DMSP 
 
16 ± 1 
 
107 ± 16 
DMSeP 
 
19 ± 1 
 
223 ± 6 
DMTeP 
 
30 ± 1 
 
330 ± 19 
EMSP 
 
24 ± 1 
 
313 ± 3 
DESP 
 
39 ± 3 
 
381 ± 9 
IMSP 
 
25 ± 3 
 
297 ± 9 
TMSP  19 ± 1   224 ± 10 
Der B. subtilis Stamm MBB9 (opuA-treA) wurde in SMM ohne und mit 1.2 M NaCl bis zu einer OD578 1.5 
wachsen gelassen. Verschiedene kompatible Solute wurden in der Endkonzentration von 1 mM zum SMM 
dazugegeben und die Zellen wurden für einer Aktivitätsmessung der TreA-Aktivität eingesetzt. Dargestellt sind 
die TreA Aktivitätsmessungen aus zwei unabhängig gewachsenen Kulturen, die in Doppelbestimmung für die 
TreA Aktivitätsmessung benutzt wurden. Die Standartabweichungen repräsentieren die Unterschiede bei den 
Enzymmessungen.  
 
Die Expression des opuA-treA Fusionsproteins wurde bei 1.2 M NaCl ohne kompatible Solute 
um das 8.5 fache erhöht. Glycin Betain, Carnitin und DMSP reprimierten in gestressten 
Zellen die Expression um das 5 - 6 fache. Nicht nur in gestressten Zellen fand eine Repression 
statt, sondern auch in nicht gestressten Zellen, hier reprimierten Glycin Betain, Carnitin und 
DMSP das TreA-Aktivitätslevel um das 4.9 bis 6.6 fache. Die Transkription von opuA-treA 
wurde in gestressten Zellen bei der Anwesenheit der DMSP Derivate zwischen das 1.5 bis 2.5 
fache veringert, während die Transkription bei nicht gestressten Zellen um das 1.7 bis 3.5 
fache reduziert wurde. 
Die Experimente konnten ein regulatorischen Einfluss von DMSP und seinen Derivaten auf 
die Prolinbiosynthese und auf die Transkription osmotisch induzerter Gene zeigen. Wie bei 
den Wachstumsversuchen unter verschiedenen Stressbedingungen, zeigte DMSP und sein 
natürliches Derivat DMSeP den größten Einfluss, während die synthetischen Derivate ein 
moderaten Einfluss aufwiesen. 
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3.1.4 Akkumulation von DMSP und seinen Derivaten über die Transporter 
OpuA und OpuC 
Die vorran gegangenden Experimente zeigten das DMSP und seine sechs Derivate B. subtilis 
Zellen vor Stressbedingungen schützten. Außerdem konnte ein Einfluss der kompatiblen 
Solute auf die Prolinbiosynthese unter osmotischen Bedingungen und auf die Repression der 
OpuA Expression unter osmotischen Bedingungen gezeigt werden. Dafür muss B. subtilis die 
Solute aus der Umwelt aufnehmen. Unter osmotischen Stressbedingungen exprimiert B. 
subtilis fünf Opu Transporter (Bremer, 2002). Insbesondere die ABC Transporter OpuA und 
OpuC, sowie der Symporter OpuD spielen eine wichtige Rolle, denn diese Transporter 
akkumulieren mehrere unterschiedliche kompatible Solute. Die Transporter OpuB und OpuE 
transportieren nur Cholin (OpuB) und Prolin (OpuE) ins Zellinnere (siehe Abbildung 1).  
Zur Überprüfung durch welche Opu Transporter DMSP und seine Derivate aufgenommen 
wurden, wurden verschiedene Sets von Opu Mutantenstämmen konstruiert (siehe 2.5.6 und 
Tabelle 2). Die Aufnahme der kompatiblen Solute Glycin Betain, DMSP und die DMSP 
Derivate (Endkonzentration 1 mM)  wurde in den Opu Deletionsstämmen SBB1 (OpuA+), 
SBB2 (OpuC+) und SBB4 (OpuA- OpuC-) in SMM mit 1.2 M NaCl beobachtet (37 °C, 220 
rpm). Dazu wurde nach 13 Stunden das Wachstum photometrisch bestimmt (OD578). 
 
Abbildung 16: Aufnahme von DMSP und seinen Derivaten über die Transporter OpuA und OpuC unter 
osmotischen Bedingungen. Die B. subtilis Stämme JH642, SBB1 (OpuA+), SBB2 (OpuC+) und SBB4 (OpuA- 
OpuC-) wurden in SMM mit 1.2 M NaCl ohne und mit der Anwesenheit von 1 mM verschiedener kompatibler 
Solute kultiviert. Das Wachstum wurde nach 13 Stunden photometrisch bestimmt (OD578). Dargestellt sind die 
Experimente aus drei unabhängigen Versuchen mit zwei technischen Parallelen mit Standardabweichungen. 
Ein Set aus B. subtilis JH642 Derivat Stämmen, bei den nur ein Opu Transporter 
funktionsfähig war, ermöglichte die Bestimmung welche Opu Transporter für die Aufnahme 
von DMSP und seine Derivate verantwortlich war. Als positiv Kontrolle fungierte in diesem 
Experiment Glycin Betain, denn die Aufnahme durch OpuA, OpuC und OpuD ist bereits 
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bekannt (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Bremer, 2002). Bei der negativ 
Kontrolle wurde kein kompatibles Solut zum SMM dazugegeben. Hier bzw. wenn keine 
Solute akkumuliert werden konnten ist ein vermindertes Wachstum zu beobachten. Die OD578 
Werte lagen zwischen 0.3 - 0.5. 
Der Wachstumsversuch unter osmotischen Bedingungen zeigte nach 13 Stunden, dass die 
Transporter OpuA und OpuC für die Akkumulation von DMSP verantwortlich waren, denn 
bei diesen Stämmen war ein Wachstum in Anwesenheit von DMSP zu erkennen. Das 
Wachstum in den Stämmen SBB1 (OpuA+) und SBB2 (OpuC+) war etwas schlechter als bei 
Glycin Betain. Die DMSP Derivate wurden nicht von OpuA aufgenommen, denn hier zeigte 
sich kein Wachstumsunterschied zur negativ Kontrolle. Der Transport aller DMSP Derivate 
wurde vom Transporter OpuC bewältigt. Die DMSP Derivate zeigten ein Wachstum beim 
SBB2 (OpuC+) Stamm, der allerdings etwas schlechter war als bei DMSP oder Glycin Betain.  
Bei Kältestress waren nur die Solute DMSP, DMSeP und EMSP protektiv. Bei Hitzestress 
war nur noch DMSP protektiv und keines der Derivate (siehe Abbildung 14 B und C).  
Welche Opu Transporter bei der Akkumulation von DMSP bei Kälte- und Hitzestress, sowie 
den Derivaten DMSeP und EMSP bei Kältestress, beteilgt waren wurde ebenfalls untersucht. 
Für den Kältestress Versuch wurden die B. subtilis 168 Opu Derivatstämme JGB25 (OpuA+), 
JGB24 (OpuC+) und JGB23 (OpuA- OpuC-) für ein Wachstumsversuch verwendet. Die B. 
subtilis 168 Stämme wurden bei 13 °C in SMM für ein längeren Zeitraum inkubiert und nach 
168 Stunden das Wachstum photometrisch bestimmt (OD578).  Die kompatiblen Solute Glycin 
Betain, DMSP, DMSeP und EMSP wurden zum SMM dazugegeben (Endkonzentration 1 
mM). Das identische Set an B. subtilis JH642 Opu Derivatstämmen wie beim Salzstress 
Experiment wurde für den Hitzestress Assay verwendet (52 °C, 220 rpm). Hier wurde das 
Wachstum nach 13 Stunden mit den kompatiblen Soluten Glycin Betain und DMSP 
(Endkonzentration 1 mM) photometrisch bestimmt (OD578).  
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Abbildung 17: Transport von DMSP über OpuA und OpuC bei Kälte- und Hitzestress. (A) Die B. subtilis 
168 Stämme JGB25 (OpuA+), JGB24 (OpuC+) und JGB23 (OpuA- OpuC-) wurden bei 13 °C in SMM ohne oder 
mit den angegebenen kompatiblen Soluten kultiviert. Das Wachstum wurde nach 168 Stunden photometrisch 
gemessen. (B) Die B. subtilis Stämme JH642, SBB1 (OpuA+), SBB2 (OpuC+) und SBB4 (OpuA- OpuC-) wurden 
in SMM ohne oder mit den angegebenen Soluten bei 52 °C kultiviert und das Wachstum der Kulturen nach 13 
Stunden photometrisch gemessen. Dargestellt sind die Experimente aus drei unabhängigen Versuchen mit 
Standardabweichungen. 
Die Transporter die bei Salzstress für die Akkumulation von Glycin Betain, DMSP, DMSeP 
und EMSP verantwortlich waren, ermöglichten auch bei Kälte- und Hitzestress ein Wachstum 
der B. subtilis 168 und JH642 Stämme. DMSP wurde auch bei Kälte und Hitze von den 
Transportern OpuA und OpuC aufgenommen. Auch bei Kältestress wurden die DMSP 
Derivate DMSeP und EMSP durch den OpuC Transporter aufgenommen, denn nur hier fand 
ein Wachstum der Zellen mit den kompatiblen Soluten statt.  
Durch diese Wachstumsexperimente mit verschiedenen Opu Deletionsmutanten konnten die 
ABC Transporter OpuA und OpuC für den DMSP Transport ausgemacht werden. Beide 
Transporter akkumulieren DMSP bei allen drei Stressbedingungen und erlauben den Zellen 
bei diesen Bedingungen zu wachsen. Die DMSP Derivate wurden im Gegensatz zu DMSP 
nur durch den OpuC Transporter aufgenommen.  
3.1.5 Kinetische Parameter bei der Aufnahme von DMSP und seinen 
Derivaten bei den Transportern OpuA und OpuC 
Die Transporter OpuA und OpuC sind für die Aufnahme von DMSP und seinen Derivaten 
verantwortlich. Mit radioaktivmarkierten [1-C14]-Glycin Betain konnte Kappes et al., 1996 
die kinetischen Parameter für die Aufnahme von Glycin Betain bei beiden Transportern 
bestimmen. Bei OpuA mit Glycin Betain wurde ein Km Wert von 2. 4 µM und bei OpuC 
wurde ein Km Wert von 6 µM ermittelt.   
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Für eine detailierte Studie der Aufnahme von DMSP und seine Derivate durch die Opu 
Transporter OpuA und OpuC, wurden ebenfalls radioaktivmarkierte [1-C14] Glycin Betain 
Transport Studien mit den B. subtilis Stämmen SBB1 (OpuA+) und SBB2 (OpuC+) 
durchgeführt. Die Zellen wuchsen in SMM mit 0.4 M NaCl und wurden bei einer OD578 0.3 
für die Transport Experimente eingesetzt (siehe 2.4.4). DMSP und die Derivate wurden bei 
dem Transport Assays als Inhibitoren eingesetzt, die mit dem radioaktivmarkierten [1-C14] 
Glycin Betain um die Aufnahme konkurrierten (Kompetetive Inhibition). Die Aufnahme der 
Solute folgte einer Michaelis-Menten Kinetik mit dessen hilfe die kinetischen Parameter bei 
der Aufnahme der Solute kalkuliert werden konnte. Zuerst wurden die kinetischen Parameter 
für DMSP bei OpuA bestimmt.  
 
Abbildung 18: Aufnahme und Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von [1-14C] Glycin Betain 
beim OpuA Transporter in der Anwesenheit von DMSP als Inhibitor. Der B. subtilis Stamm SBB1 (OpuA+) 
wurde in SMM mit 0.4 M NaCl inkubiert und für Transport Studien verwendet. (A) Aufnahme von 
radioaktivmarkierten [1-14C] Glycin Betain bei der Anwesenheit von 150 µM Glycin Betain und 1000 µM 
DMSP (Konzentration des Substrates im Assay 3 µM). (B) Michaelis-Menten Kinetik der kompetitiven 
Inhibition vom [1-14C] Glycin Betain Transport bei der Anwesenheit von 1000 µM DMSP (Konzentrationen des 
Substrates im Assay von 3 - 100 µM). Dargestellt sind die Experimente aus drei unabhängigen Kulturen und 
Transport Assays mit Standardabweichung. 
In Abbildung 18 A ist die Inhibition des [1-14C] Glycin Betain transportes mit 150 µM Glycin 
Betain und 1000 µM DMSP gezeigt. Eine Inhibition mit DMSP erforderte eine hohe 
Konzentration, während bereits eine geringe Glycin Betain Konzentration die [1-14C] Glycin 
Betain Aufnahme stark einschränkte. Die starke Inhibition von Glycin Betain lag an den 
hochaffinen Km Wert von 3 µM ± 1 und die hohe Vmax von 180 ± 4 nmol min-1 mg pro Protein-
1 von Glycin Betain für OpuA. Im Gegensatz zu der sehr guten Aufnahme von Glycin Betain 
zeigte DMSP eine niedrige Affinität zum OpuA Transporter mit einen Ki Wert von 912 ± 275 
µM.  
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Die Aufnahme von DMSP und seinen Derivaten erfolgte durch den OpuC Transporter. Auch 
für die Aufnahme der Solute durch OpuC wurden die kinetischen Parameter ermittelt.  
 
Abbildung 19: Aufnahme von [1-14C] Glycin Betain bei der Anwesenheit von DMSP und seinen Derivaten 
beim OpuC Transporter. Der B. subtilis Stamm SBB2 (OpuC+) wurde in SMM mit 0.4 M NaCl inkubiert und 
für Transport Studien verwendet. Dargestellt ist die Inhibition der Aufnahme von [1-14C] Glycin Betain bei der 
Anwesenheit von 150 µM der angegebenen verschiedenen kompatiblen Solute (Konzentration des Subtrates im 
Assay 3 µM). Dargestellt sind die Experimente aus drei unabhängigen Kulturen und Transport Assays mit 
Standardabweichung. 
In der Abbildung 19 sind die Inhibitionen bei der Aufnahme von [1-14C] Glycin Betain beim 
OpuC Transporter mit Glycin Betain, DMSP und seinen Derivaten gezeigt. Bereits geringe 
Inhibitorkonzentrationen von 150 µM der kompatiblen Solute schränkten die Aufnahme von 
[1-14C] Glycin Betain stark ein. Das DMSP Derivat MPSP, das auch keine Protektion bei den 
Wachstumsversuchen gezeigte hatte, konnte die Glycin Betain Aufnahme nicht inhibieren. 
Damit konnte verstanden werden warum MPSP nicht bei B. subtilis stressprotektiv war (siehe 
Abbildung 14).  
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Abbildung 20: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von [1-14C] Glycin Betain durch den OpuC 
Transporter ohne und bei der Anwesenheit von DMSP und sein Derivaten. Michaelis-Menten Kinetik der 
kompetitiven Inhibition vom [1-14C] Glycin Betain Transport bei der Anwesenheit von 150 µM der 
angegebenden kompatiblen Solute (Konzentrationen des Substrates im Assay von 3 - 100 µM). Dargestellt sind 
die Experimente aus zwei unabhängigen Kulturen und Transport Assays mit Standardabweichung. 
Die kinetischen Parameter bei den Aufnahme Experimente mit [1-14C] Glycin Betain bei der 
Anwesenheit von 150 µM von DMSP und seinen Derivaten sind in Abbildung 20 gezeigt. Die 
Aufnahme von DMSP und seinen Derivaten durch den OpuC Transporter ergaben ähnliche 
hochaffine Ki Werte zwischen 18 und 39 µM für die verschiedenen kompatiblen Solute. Der 
Glycin Betain Transport durch das OpuC System offenbarte einen hochaffinen Transport mit 
einen  Km Wert von 7 ± 1 und einer Vmax von 65 ± 1 nmol min-1 mg pro Protein-1.  
Die Transport Studien mit [1-14C] Glycin Betain für den OpuA und OpuC Transporter zeigten 
die Affinitäten der kompatiblen Solute zu den Transportern. Die Affinität von DMSP zum 
OpuA Transportsystem ist sehr gering. Die hohe Geschwindigkeit des Transporters konnte die 
geringe Affinität von DMSP kompensieren und es konnte genügend DMSP ins Zellinere 
transportiert werden um die Zelle vor Stress zu schützen (siehe Abbildung 16 und 17). Der 
OpuC Transporter war für DMSP und seine Derivate ein hochaffiner Transporter. Die 
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niedrige Transportgeschwindigkeit wurde durch die hohen Affinitäten zu den kompatiblen 
Soluten kompensiert.  
3.1.6 Bindungsaffinitäten der extrazellulären SBP OpuAC und OpuCC zu 
DMSP und seine Derivate  
Die durchgeführten radioaktiven Transport Assays klärten die kinetischen Parameter für die 
Aufnahme der Solute bei B. subtilis in vivo auf. Der erste notwendige Schritt für die 
Aufnahme der Solute, was auch den Km Werte determiniert, war eine Bindung der Substrate 
an die extrazellulären SBP OpuAC beim OpuA Transporter und OpuCC beim OpuC 
Transporter (Kappes et al., 1999; Berntsson et al., 2010; Eitinger et al., 2010). Um diese erste 
Bindung der kompatiblen Solute an den Transporter im Detail zu studieren, wurden die 
Bindungsaffinitäten der rekombinanten SBP OpuAC und OpuCC bestimmt. Die opuAC und 
opuCC Gene von B. subtilis wurden in Überexpressionsvektoren kloniert (siehe 2.5.10), über 
eine heterologe Proteinexpression in E. coli Zellen produziert (siehe 2.6.3) und über eine 
Affinitätschromatographie gereinigt (siehe 2.6.4). Die Bindungsaffinitäten der kompatiblen 
Solute konnten mit Fluoreszenz spektroskopischen Untersuchung bestimmt werden. Die 
Bindung der Solute an das rekombinante OpuAC bzw. OpuCC Protein folgten einer 
Michaelis-Menten Kinetik, dadurch konnten die kinetischen Parameter der 
Bindungsaffinitäten kalkuliert werden (siehe 2.6.6). Zuerst wurde die Bindungsaffinität von 
DMSP zu dem rekombinanten OpuAC Protein bestimmt, gefolgt von Fluoreszenz 
spektroskopischen Untersuchungen mit dem rekombinanten OpuCC Protein. 
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Abbildung 21: Michaelis-Menten Kinetik bei der Bindungsaffinität von DMSP zu OpuAC. (A) 15%iges 
SDS-Gel vom gereinigten OpuAC Protein. M = Protein Marker; OpuAC = 5 µg gereinigtes OpuAC Protein. (B) 
Fluoreszenzspektrum vom gereinigten OpuAC Protein (1 µM) ohne und mit 500 µM Glycin Betain und DMSP. 
(C) Kinetik der Bindungsaffinität von OpuAC (1 µM) zu Glycin Betain über eine intrinsische 
Tryptophanfluoreszenz Spektroskopie. Die Bindung von Glycin Betain resultierte in einer Änderung der 
Emissionswellenlänge. (D) Kinetik der Bindungsaffinität von OpuAC (1 µM im Assay) zu DMSP über eine 
intrinsische Tryptophanfluoreszenz Spektroskopie. Die Bindung von DMSP resultierte in einer Änderung der 
Fluoreszenzintensität. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten mit 
Standardabweichungen.  
 
Die Bindung von Glycin Betain an das rekombinante gereinigte OpuAC Protein führte zu 
einer Änderung der Emmesionswellenlänge von 8 nm bei der intrinsischen 
Tryptophanfluoreszenz Spektroskopie (Abbildung 21 B und C). Die Kalkulation der 
Dissoziationskonstante des OpuAC-Glycin Betain Komplexes ergab ein Kd Wert von 19 ± 3 
µM, der sich mit bereits publizierten Daten deckte (Kd Wert 17 µM) (Horn et al., 2006). Die 
Bindung von DMSP an das gereinigte OpuAC Protein führte zu einer Änderung der 
Fluoreszenzintensität wärhrend der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz Spektroskopie (siehe 
Abbildung 21 B und D). Die Bindungsaffinität der apparenten Dissoziationskonstante des 
OpuAC-DMSP Komplexes ergab einen Kd Wert von 1021 ± 228 µM, was nahzu identisch mit 
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dem ermittelten Ki Wert von 912 ± 275 µM beim Transport durch OpuA war (siehe 
Abbildung 18 B).  
Die intrinsische Tyrosinfluoreszenz Spektroskopie mit dem rekombinanten gereinigten 
OpuCC Protein für Glycin Betain, Carnitin, DMSP und die DMSP Derivate ergab eine 
Änderung in der  Fluoreszenzintensität. Die Bestimmung kinetischer Parameter für den 
OpuCC-Glycin Betain und OpuCC-DMSP Komplex führte zu biologisch nicht erklärbaren 
hohen Kd Werten von über 500 µM (Daten nicht gezeigt). Die duchgeführten radioaktiven 
Transportstudien zeigten für Glycin Betain und DMSP hochaffine Km Werte von 7 µM bei 
Glycin Betain und ein Ki Wert von 39 µM bei DMSP (siehe Abbildung 20). Diese Diskrepanz 
zu den Kd Werten war biologisch nicht erklärbar und ist vermutlich auf die Qualität des 
rekombinant hergestellelten OpuCC Proteins zurückzuführen. Daher wurden in Abbildung 22 
jediglich die Änderungen des Fluoreszenzspektrums bei der Bindung mit den verschiedenen 
kompatiblen Soluten an das rekombinante OpuCC Protein gezeigt. Eine Kalkulation der 
Dissoziationskonstante des OpuCC-Komplexes mit den verschiedenen kompatiblen Solute 
war nicht möglich. 
 
 
Abbildung 22: Fluoreszenzspektrum vom gereinigten OpuCC Protein mit verschiedenen kompatiblen 
Soluten. (A) 15 %iges SDS-Gel mit dem gereinigten OpuCC Protein. M = Protein Marker; OpuCC = 5 µg 
gereinigtes OpuCC Protein. (B) Fluoreszenzspektrum vom gereinigten OpuCC Protein (1 µM im Assay) ohne 
und 1000 µM  der angegebenen kompatiblen Solute. 
Die rekombinanten SBP OpuAC und OpuCC wurden bereits mit mehreren Substraten 
kristallisiert und die Bindungstasche mit dem gebundenen Substrat im Detail analysiert (Horn 
et al., 2006; Smits et al., 2008; Du et al., 2011). Eine kristallisierte Struktur der SBP mit 
DMSP lagen nicht zur Verfügung, daher wurden in silico Modellierungen von OpuAC und 
OpuCC mit DMSP angefertigt, um die Bindung von DMSP zu studieren. Für die in silico 
Modellierung wurden verfügbare Kristallisationstrukturen von OpuAC mit dem Schwefel-
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Analoga von Glycin Betain DMSA (PDB Nummer 3CHG) und OpuCC mit Glycin Betain 
(PDB Nummer 3PPP) verwendet (Smits et al., 2008; Du et al., 2011). Die chemischen 
Eigentschaften von DMSP für die Studien wurden aus der Kristallisationsstruktur von DMSP 
mit dem Enzym DddQ im Komplex mit DMSP von Silicibacter lacuscaerulensis (PDB 
Nummer 4LA2) entnommen (Li et al., 2014). Die Modellierungen wurden von Herrn Sander 




Abbildung 23: In silico Bindungsmodell von OpuAC und OpuCC mit DMSP. (A) Koordination des 
OpuAC-DMSA Komplexes (PDB Nummer 3CHG). (B) In silico Modell des OpuAC-DMSP Komplexes. (C) 
Koordination des OpuCC-Glycin Betain Komplexes (PDB Nummer 3PPP). (D) In silico Modell des OpuCC-
DMSP Komplexes. 
Das OpuAC Protein formte aus drei Seitengruppen der Aminosäure Tryptophan (Trp22, 
Trp178 und Trp225) den „aromatischen Cage", der die positiv geladene Kopfgruppe von 
DMSA über Kationen π-Interaktionen und van der Waals Interaktionen stabilisierte. Die 
Carboxylgruppe von DMSA interagierte über Wassertsoffbrückenbindungen mit dem 
Stickstoffmolekül im Backbone der Aminosäuren Gly26 und Ile27 (Abbildung 23 A). Von 
diesem Modell ausgehend wurde DMSA durch DMSP ersetzt und mit der vorhandenen 
Kristallisationsstruktur OpuAC-DMSA vergliechen (PDB Nummer 3CHG). DMSA und 
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DMSP besitzten ähnliche chemische Strukturen. In Abbildung 23 B ist die berechnete 
Bindung des OpuAC-DMSP Komplexes gezeigt. Die positiv geladene Dimethylsulfat 
Kopfgruppe von DMSP lag auch hier im „aromatischen Cage" und wurde über Kationen π-
Interaktionen stabilisiert. DMSP besaß im Gegensatz zu DMSA noch eine weitere CH2 
Gruppe, diese zusätzliche Gruppe sorgte für eine Verschiebung des Schwefelatoms von 
DMSP innerhalb des „aromatsichen Cages" um 0.7 Å, dennoch war weiterhin eine Interaktion 
über die Ausbildung von Wasserstoffbrücken mit dem Stickstoffmolekülen der Aminosäuren 
Gly26 und Ile27 möglich. Die Verschiebung der Dimethylsulfon Kopfgruppe vom DMSP war 
suboptimal für eine Stabilisierung des Substrates in der aktiven Bindungsseite des OpuAC 
Proteins, was zu den niedrigaffinen Km Wert von 912 µM beim Transport und den Kd Wert 
von 1021 µM beim OpuAC - DMSP Komplex führte (siehe Abbildung 18 und 21).   
Für das OpuCC Protein waren keine Kristallstrukturen mit einem Schwefel-Betain wie 
DMSA verfügbar, deswegen wurde die Bindung von DMSP über den verfügbaren OpuCC-
Glycin Betain Komplex berechnet (Abbildung 23 C). Bei OpuCC formten vier Tyrosine 
(Tyr71, Tyr117, Tyr197 und Tyr221) den „aromatischen Cage", in dem die 
Trimetylammoniumgruppe von Glycin Betain über Kationen π-Interaktionen stabilisiert 
wurde. Die aus dem „aromatischen Cage" herausragende Carboxylgruppe bindete an die 
Aminosäurereste Gln19 und Thr74. Diese Interaktionen sorgte für eine sehr gute 
Stabilisierung von Glycin Betain, was sich auch in den hochaffinen Km Wert von 7 µM beim 
Transport durch OpuC widerspiegelt (siehe Abbildung 20). Das in silico Modell des OpuCC-
DMSP Komplexes ist in Abbildung 23 D gezeigt, dass ähnliche Bindungen von DMSP an 
OpuCC wie bei Glycin Betain offenbarte. Die positiv geladene Dimethylsulfon Kopfgruppe 
wurde ebenfalls durch den „aromatischen Cage" über Kationen π-Interaktionen stabilisiert. 
Die Carboxylgruppe vom DMSP interagierte ebenfalls mit der Aminosäure Gly19, allerdings 
nicht mehr mit der Aminosäure Thr74. Die Schwanzgruppe von DMSP ist wesentlich länger 
als bei Glycin Betain, daher konnte keine Interaktion mehr mit der Aminosäure Thr74 
stattfinden, allerdings hatte sich eine neue Interaktion mit der Aminosäure Ser51 etabliert. 
Diese Aminosäure ist auch an der Bindung von Carnitin beteiligt dessen Kohlenstoffgerüst in 
seiner Länge dem von DMSP entspricht (Du et al., 2011). Diese räumliche Neubildung der 
Interaktion mit langen Kohlenstoffketten, wie bei DMSP und Carnitin, schien eine stabile 
Interaktion der Substrate zu dem OpuCC Protein auszubilden. Dadurch waren die hochaffinen 
Ki Werte von 39 µM für DMSP (siehe Abbildung 20) und der hochaffine Km Wert von 6 µM 
für Carnitin nachvollziehbar (siehe Abbildung 34 C). 
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3.1.7 Bioinformatische Untersuchung über die Verteilung der Transporter 
OpuA und OpuC in der Gattung Bacillus 
Die Wachstumsversuche (siehe 3.1.2),  Aufnahme Experimente (siehe 3.1.5) und die Bindung 
an die extrazellulälren SBP (siehe 3.1.6) zeigten das DMSP über die OpuA und OpuC 
Transporterysteme bei B. subtilis akkumuliert wurde und infolge dessen die Zelle vor Stress 
schützten. Über die Verbreitung beider Transportsysteme in der Gattung Bacillus ist wenig 
bekannt, darum wurde eine BLAST-P Analyse mit allen komplett sequenzierten Bacillus 
Stämmen (Integriert in der Integrated Microbial Genomes and Metagenomes Datenbank; 
Nordberg et al., 2013) durchgeführt. Für die BLAST-P Analyse wurden die bereits bekannten 
Aminosäure Sequenzen der OpuAC und OpuCC Proteine verwendet (Kempf and Bremer, 
1995; Kappes et al., 1999). Die bioinformatische Analyse mit 88 vollständig sequenzierten 
Bacillus Genomen ergab das 84 Stämme eine OpuAC Protein und 84 Stämme ein OpuCC 
Protein aufwiesen. 82 der analysierten Bacillus Stämme wiesen beide Transporter auf und 
kein Bacillus Stamm besaß keinen der beiden Transporter. Ein Vergleich der OpuAC und 
OpuCC SPB ergab, dass die Aminosäuren für die Ausbildung der charakteristischen 
aromatsichen Bindebox für die Stabilisierung des Substrates über Kationen π-Interaktionen  
konserviert war (Horn et al., 2006; Smits et al., 2008; Du et al., 2011). Die analysierten 
Bacillus Stämme sind potenziell in der Lage DMSP, wie im in Silico Modell gezeigt, zu 
binden (siehe Abbildung 23). Die Auflistung der Bacillus Stämme kann dem Anhang 
entnommen  werden (siehe 6, Tabelle 11).  
3.2 Evolution der OpuB und OpuC Transporters bei B. subtilis 
In den vorrangeganden Experimenten wurde im Detail gezeigt das DMSP durch OpuA und 
OpuC unter verschiedenen Stressbedingungen akkumuliert werden kann. Dabei stellte sich 
der OpuC Transporter als besonders effizient bei der Aufnahme der verschiedenen natürlichen 
und synthetischen kompatiblen Solute heraus. Es war bekannt das OpuC ein sehr breites 
Substratspektrum besaß, nahzu alle bekannten kompatiblen Solute konnten durch das OpuC 
Transportsystem ins Zellinnere transportiert werden (siehe Abbildung 8) (Kempf and Bremer, 
1995; Kappes et al., 1996; Kappes and Bremer, 1998; Nau-Wagner et al., 1999; Kappes et al., 
1999; Bremer, 2002; Bashir et al., 2014a,b). Der OpuB und OpuC Transporter lagen im 
Genom bei B. subtilis in unmittelbarer Nähe, den ein Transporter ist vermutlich aus einer 
Genduplikation entstanden (Kappes et al., 1999). Aminosäuresequenz Vergleiche zwischen 
den vier Komponenten der Transportsysteme zeigten hohe Homologien (83 % 
OpuBA/OpuCA, 85 % OpuBB/OpuCB, 69 % OpuBC/OpuCC und 85 % OpuBD/OpuCD) 
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(Kappes et al., 1999). Die Bindung der Substrate wird durch die Bindungsaffinitäten der 
Substratbindeproteine OpuBC und OpuCC bestimmt, deren Aminosäuresequenz zu 69 % 
identisch sind, sie sich aber extrem in dem Substratspektrum unterscheiden (Kappes et al., 
1999; Berntsson et al., 2010; Eitinger et al., 2010). In Abbildung 24 ist eine BLAST-P 
Analyse von den OpuBC und OpuCC Protein von B. subtilis 168 dargestellt (Integrated 
Microbial Genomes and Metagenomes Datenbank). 
 
B. subtilis 168 OpuBC      CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQALM 60 
B. subtilis 168 OpuCC      CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQAML 60 
                           ******..*:*:*********:****:*.*:.*****.***:*: :****** **:**:: 
 
B. subtilis 168 OpuBC      NGEIDIAATRYTGDALTGTLRMEPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNTYAFT 120 
B. subtilis 168 OpuCC      GGDIDISATRYSGTDLTSTLGKEAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNTYAFT 120 
                           *:***:****:*  **.**  * ****.*** :.*.**:**:. **:************ 
 
B. subtilis 168 OpuBC      VSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYPMQIG 180 
B. subtilis 168 OpuCC      VTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYPMQIG 180 
                           *:*::*:: *::****:** * * ****** *:* **:**: *..***: ** ******* 
 
B. subtilis 168 OpuBC      LVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHPELEG 240 
B. subtilis 168 OpuCC      LVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHPELEG 240 
                           *******.**** ***********:* **:*****:**********:************* 
 
B. subtilis 168 OpuBC      IIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES 284 
B. subtilis 168 OpuCC      VINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD- 283 
                           :*:*::*:*** ***********:**********:****:**: 
 
Abbildung 24: Proteinsequenz Alignment der OpuBC und OpuCC Proteine von B. subtilis. Dargestellt ist 
das Aminosäuresequenz Alignment der extrazellulären SBP OpuBC und OpuCC (ohne Signalsequenz) von B. 
subtilis 168. Grün markiert sind die aromatischen Aminosäuren, die den „aromatischen Cage“ für die 
Stabilisierung der Trimethylgruppen bilden. Grau markiert sind die Aminosäuren die eine Bindung zu den 
Carboxylgruppen der kompatiblen Solute bilden. Rot (OpuBC) und Blau (OpuCC) sind die Aminosäuren an der 
Position 74 markiert. Beim OpuB Transporter sitzt an dieser Position ein Asp (D), während beim OpuC 
Transporter ein Thr (T) vorhanden ist (Pittelkov et al., 2011; Du et al., 2011). 
Im Proteinsequenz Alignment sind die Tyrosine (Grün) für den „aromatischen Cage" und die 
Aminosäuren die für die Bindung der kompatiblen Solute verantwortlich sind markiert 
(Grau). Der Sequenzvergleich zeigte, dass die an der Bindung der Substrate beteiligten 
Aminosäuren fast identisch sind, allerdings gibt es an der Aminosäureposition 74 eine 
Abweichung. Im roten Kästchen sind die Aminosäuren Asparaginsäure (D) bei OpuBC und 
die Aminosäure Threonin (T) bei OpuCC hervorgehoben. Kristallisationsstudien von 
Pittelkov et al., 2011 und Du et al., 2011 offenbarten, dass die Aminosäure an der Position 74 
ein wichtigen Einfluss auf die Bindung und Stabilisierung der kompatiblen Solute ausübt, 
denn eine Veränderung der Aminosäure (Mutagenese) führte zu einer Einschränkung oder 
zum Verlust der Bindung zu den Substraten. In der Abbildung 25 sind die Strukturen des 
OpuBC-Cholin, OpuCC-Cholin, OpuCC-Glycin Betain und OpuCC-Carnitin Komplexes 
dargestellt. Im Fokus der Darstellungen ist die Aminosäure Asp74 im OpuBC Protein und die 
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Aminosäure Thr74 im OpuCC Protein und ihre Rolle bei der Bindung und Stabilisierung der 
Substrate in der Bindungstasche.  
 
 
Abbildung 25: Aromatische Bindungstasche des OpuBC und OpuCC Proteins mit verschiedenen 
kompatiblen Soluten. Im Fokus der Strukturabbildungen lag die Aminosäure Asp74 (OpuBC) und Thr74 
(OpuCC), außerdem wurden die Aminosäuren die an der direkten Bindung der Substrate beteiligt sind 
herausgestellt. (A) Koordination des OpuBC-Cholin Komplexes. (B) Koordination des OpuCC-Cholin 
Komplexes. (C) Koordination des OpuCC-Glycin Betain Komplexes. (D) Koordination des OpuCC-Carnitin 
Komplexes. Modifiziert nach Pittelkov et al., 2011; Du et al., 2011. 
Die Asparaginsäure (Asp74 in OpuBC) besitz eine negativ geladene Carboxylgruppe im 
Aminosäurerest (polare geladene Seitenkette) und kann zu anderen polaren Ladungen eine 
starke Verbindung aufbauen, außer sie sind gleichartig geladen. Threonin (Thr74 in OpuCC) 
dagegen beitzt eine Hydroxyethylgruppe als Rest (polare aber ungeladene Seitenkette), die 
mit anderen polaren Ladungen Bindungen eingehen kann. 
Im OpuBC-Cholin Komplex war die Aminosäure Asp74 nicht direkt an der Bindung von 
Cholin beteilgt (siehe Abbildung 25 A). Die Aminosäure war ein zentraler Bestandteil bei der 
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Ausbildung eines Wassernetzwerkes, dass die zwei Proteinen Domänen miteinander vernetzte 
und indirekt für die Stabilisierung von Cholin mitverantwortlich war (siehe Abbildung 10 B) 
(Pittelkov et al., 2011). Die Aminosäure Asp74 besaß außerdem eine starke negative Ladung 
die andere negative Ladungen, wie die negativ geladene Carboxylgruppe von Glycin Betain 
und Carnitin, abstossen konnte und eine Bindung der Substrate damit eventuell verhinderte. 
Bei den OpuCC-Substrat Komplexen (siehe Abbildung 25 B, C und D) ist die Aminosäure 
Thr74 nur bei der Bindung von Glycin Betain direkt beteilgt. Allerdings findet hier keine 
Abstossung der Substrate in der aromatischen Bindungstasche statt und daher konnten die 
Substrate mit anderen Aminosäuren (Gln19, Ser51 und Asn115) interagieren. In den 
folgenden Studien wurde die Auswirkung beim Austausch der Aminosäure an der Position 74 
untersucht. 
3.2.1 Akkumulationsvermögen der Transportermutante OpuB (OpuBC 
D74D) mit verschiedenen Komptaiblen Soluten bei Salzstress 
Mit Mutagenese Experimenten sollte die besondere Bedeutung der Aminosäureposition 74 in 
den extrazellulären SBP durch ein Austausch von Asp74 in Thr74 beim OpuBC Protein und 
ein Austausch von Thr74 in Asp74 im OpuCC Protein mit in vivo und in vitro Versuchen 
studiert werden.  
Für die in vivo Experimente wurden die B. subtilis Stämme SBB9 (OpuB+ D74T) und SBB10 
(OpuC+ T74D) mit einer zielgerichteten Mutagenese konstruiert (siehe 2.5.4). Auf den pX 
Derivat Plasmiden pMT9 (natives opuB Operon im pX Plasmid) und pChen3 (natives opuC 
Operon im pX Plasmid) wurde die opuBC und opuCC Sequenz verändert, was zur Folge hatte 
das nun an der Aminosäureposition 74 sich jetzt ein Thr74 (OpuBC Protein) bzw. ein Asp74 
(OpuCC Protein) befand. Bei den konstruierten Stämmen wurde das native opuB und opuC 
Operon als Einzelkopie in die amyE Seite durch doppelte homologe Rekombination fest ins 
Genom von B. subtilis integriert, während alle anderen natürlichen Opu Transporter deletiert 
waren (OpuA, OpuB, OpuC und OpuD). Bei den Kontrollstämmen SBB6 (JH642 pX), SBB7 
(OpuB+ pX) und SBB8 (OpuC+ pX) wurde das leere pX Plasmid (Kim et al., 1996) in die 
amyE Seite von B. subtilis integriert.  
Mit einem Western Blot wurde zunächst nachgewiesen, dass die extrazellulären SBP vom 
Wildtyp OpuBC und der OpuBC Mutante beide stabil und im selben maße exprimiert wurden. 
Die B. subtilis Stämme SBB6 (Wildtyp Stamm JH642 pX), SBB7 (OpuB+ pX),  SBB8 
(OpuC+ pX) und SBB9 (OpuB+ D74T) wurden in SMM bis zu einer OD578 0.5 kultiviert. 
Daraufhin folgte ein 0.4 M Salzschock für 60 Minuten und die Entnahme von 1 ml Aliquotes 
für den Western Blot (siehe 2.6.8). 
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Abbildung 26: Western Blot nach einem Salzschock mit der OpuB Transportermutante. Die B. subtilis 
Stämme SBB6 (Wildtyp Stamm JH642 pX), SBB7 (OpuB+ pX),  SBB8 (OpuC+ pX) und SBB9 (OpuB+ D74T) 
wurden in SMM bis zu einer OD578 0.5 kultiviert und mit 0.4 M Salz für 60 Minuten geschockt. 1 ml Aliquotes 
wurden für ein Western Blot abgenommen. Der 1. Antikörper war OpuBC, der an das OpuBC und OpuCC 
Protein bindet. Detektiert wurde der 1. Antikörper mit dem Antikörper AP Donkey Anti-Rabbit IgH, der eine 
Alkaline Phosphatase besitzt. 1: JH642 pX; 2: OpuB+ pX; 3: OpuC+ pX; 4: OpuB+ (D74T). 
Mit dem Western Blot wurde sichergestellt, dass der Aminosäureaustausch sich nicht auf die 
Stabilität des OpuBC (D74T) Proteins auswirkte. Außerdem zeigte er keine Veränderung der 
Expression des opuB Operons nach der Integration in die amyE Seite von B. subtilis. 
 
Anschließend wurden physiologische Wachstumsversuche unter Salzstress mit dem B. subtilis 
Stamm SBB9 (OpuB+  D74T) durchgeführt. Der B. subtilis Stamm SBB7 (OpuB+ pX) und 
SBB9 (OpuB+  D74T) wurde in SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) ohne und mit der 
Anwesenheit von kompatiblen Soluten inkubiert (Endkonzentration 200 µM).  
 
Abbildung 27: Protektion von B. subtilis Transportermutanten bei Salzstress. (A) Der B. subtilis Stamm 
SBB7 (OpuB+ pX) wurde in in SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) ohne und mit der Anwesenheit 
verschiedener kompatibler Solute kultiviert. (B) Der B. subtilis Stamm SBB9 (OpuB+ D74T) wurde ebenfalls in 
in SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) ohne und mit der Anwesenheit verschiedener kompatibler Solute 
kultiviert. 
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Die Wachstumskurve des B. subtilis Stammes SBB7 (OpuB+  pX) zeigte das nur Cholin die 
Zellen bei 1.2 M Salzstress protektieren konnte (Abbildung 27 A). Wurden die Zellen mit 
anderen kompatiblen Soluten kulktiviert, konnte kein Wachstum beobachtet werden. Mit 
Cholin wurde die volle Protektion nach 16 Stunden erreicht. Beim B. subtilis Stamm SBB9 
(OpuB+  D74T) konnten alle verwendeten kompatiblen Solute die Zellen unter Hochsalz 
schützen (Abbildung 27 B). Der Aminosäure Austausch einer einzelnen Aminosäure im 
OpuBC Protein hat dafür gesorgt, dass sich das Substratspektrum erweitert hat. Nicht nur 
Cholin kann exklusiv akkumuliert werden, sondern jetzt auch weitere kompatible Solute. 
Allerdings wurde die volle Protektion der Zellen durch das mutierten OpuB Transportsystems 
erst nach 21 bis 24 Stunden erreicht, auch mit Cholin. 
 
Die Wachstumskurven zeigten, dass die Änderung der Aminosäure (D74T) im OpuBC 
Protein das Substratspektrum erweitert hat. In einem weiteren Wachstumsversuch unter 
Salzstress wurde das komplette Set an verfügbaren kompatiblen Soluten eingesetzt, um zu 
testen welche Solute noch akkumuliert werden konnten.  
Der B. subtilis Stamm SBB6 (JH642 pX), SBB7 (OpuB+ pX) und SBB9 (OpuB+ D74T) 
wurden in SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) ohne und mit der Anwesenheit 
verschiedener Konzentrationen von kompatiblen Soluten (Endkozentration von 75, 200 und 
1000 µM) kultiviert und das Wachstum nach 18 Stunden photometrisch bestimmt (OD578).  
 
 
Abbildung 28: Protektion der OpuB Transportermutante mit verschiedenen kompatiblen Soluten bei 
Salzstress. Die B. subtilis Stämme SBB6 (JH642 pX), SBB7 (OpuB+ pX) und SBB9 (OpuB+ D74T) wurde in 
SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) ohne und mit der Anwesenheit verschiedener kompatibler Solute 
kultiviert (Endkonzentrationen 75 – 1000 µM). Das Wachstum wurde nach 18 Stunden photometrisch bestimmt 
(OD578). Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten mit Standardabweichungen. 
Der Wachstumsversuch unter 1.2 M NaCl zeigte nach 18 Stunden, dass alle kompatiblen 
Solute (Endkonzentration 75 µM) eine volle Protektion im Wildtyp Stamm JH642 
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gewährleisten (OD578 2.8 bis 3.9), mit Ausnahme von Ectoin und 5-Hydroxyectoin. Im SBB7 
Stamm (OpuB+) wurde wie erwartet nur ein Wachstum bei Cholin und Arsenocholin 
(Endkonzentration 75 µM)  beobachtet (OD578  2.1 bis 2.4). Im Gegensatz zum SBB7 Stamm 
(OpuB+) konnte beim mutierten OpuB Transporterstamm ein Wachstum mit allen 
kompatiblen Soluten festgestellt werden, außer bei Ectoin und 5-Hydroxyectoin. Bei 
niedrigen Konzentration an kompatiblen Soluten wurde moderates Wachstum beobachtet 
(OD578 1.3 bis 2) und erst hohe Konzentration von 1000 µM an kompatiblen Soluten 
erlaubten volle Protektion der Zellen unter den hochosmolaren Bedingungen (OD578 2.2 bis 
3.5).  
Durch ein einzigen Aminosäureaustausch konnte das Substratspektrum des OpuB 
Transporters erweitert werden. Allerdings wurde mit der Mutation auch die Aufnahme von 
Cholin verschlechtert, was sich im verminderten Wachstum der Transportermutante 
widerspiegelt (siehe Abbildung 27 B und 28). 
3.2.2 Kinetische Parameter bei der Aufnahme verschiedener kompatibler 
Solute der OpuB (OpuBC D74T) Transportermutante 
Die Wachstumsversuche unter Salzstress mit der OpuB (D74T) Mutante konnten 
eindrucksvoll zeigen, dass sich das Substratspektrum des OpuB System in Richtung OpuC 
System entwickelt hat, denn nun konnten alle verfügbaren kompatiblen Solute aufgenommen 
werden. Das Substratspektrum hat sich erweitert, scheint aber nicht so effektiv wie beim 
natürlichen OpuC Transportsystem zu sein. Um das mutierte OpuB (D74) Transportsystem im 
Detail zu studieren, wurden Transport Experimente mit radioaktiv markierten [1-C14]-Glycin 
Betain, 14C markierten Cholin und L-Carnitin durchgeführt. Die Aufnahme der Substanzen 
folgte einer Michaelis-Menten Kinetik, dadurch konnte die Kinetischen Parameter des 
Transportvorganges kalkuliert werden. Zusätzlich wurden die kinetischen Parameter für 
DMSP und Cholin-O-Sulfat über eine kompetetive Inhibition ermittelt. Die B. subtilis 
Stämme SBB7 (OpuB+ pX) und SBB9 (OpuB+ D74T) wurden in SMM mit 0.4 M NaCl bis 
zu einer OD578 von 0.3 kultiviert und für ein radioaktiven Transport Assay eingesetzt (siehe 
2.4.4).  
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Abbildung 29: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiven kompatiblen Soluten durch 
die OpuB Transportermutante. Michaelis-Menten Kinetik der Aufnahme von [1-C14]-Glycin Betain, 14C 
markierten Cholin und L-Carnitin und von der kompetitiven Inhibition vom [1-14C] Glycin Betain Transport bei 
der Anwesenheit von 300 µM der angegebenden kompatiblen Solute (Konzentrationen des Substrates im Assay 
von 10 - 10000 µM). Dargestellt sind die Experimente aus zwei unabhängigen Kulturen und Transport Assays 
mit Standardabweichung. 
Die kinetischen Parameter bei den Aufnahme Experimenten mit dem Wildtyp Transporter 
OpuB mit Cholin und der OpuB Transportermutante (OpuB D74T) mit Glycin Betain, Cholin 
und Carnitin wurden in Abbildung 29 dargestellt. Außerdem wurden die kinetischen 
Parameter bei der Aufnahme von [1-14C] Glycin Betain mit 300 µM DMSP und Cholin-O-
Sulfat als Inhibitor bei der OpuB Transportermutante kalkuliert (kompetetive Inhibition). Für 
den Wildtyp OpuB Transporter wurde ein Km Wert von 3 ± 1 µM und eine Vmax von 35 ± 1 
nmol min-1 mg pro Protein-1 für Cholin ermittelt, diese Kalkulation der kinetischen Parameter 
stimmte mit bereits publizierten Werten überein (Km Wert 1 µM und eine Vmax von 21 nmol 
min-1 mg pro Protein-1) (Kappes et al., 1999). Der Transport von Cholin hat sich bei der OpuB 
(D74T) Mutante dramatisch verringert. Für Cholin wurde ein Km Wert von 253 ± 38 µM und 
eine Vmax von 13 ± 1  nmol min-1 mg pro Protein-1 bestimmt. Diese Verschlechterung des 
Transportes konnte bereits in den Wachstumsversuchen beobachtet werden (siehe Abbildung 
27 B und 28). Die Aufnahme der weiteren kompatiblen Solute ergaben recht gute Km und Ki 
Werte die zwischen 47 und 86 µM lagen. Die kinetischen Parameter wurden in Tabelle 10 für 
die verschiedenen kompatiblen Solute zusammengefasst. Wie bereits beim Cholin Transport 
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waren die Transportgeschwindigkeiten mit einer Vmax von 13 bis 15 nmol min-1 mg pro 
Protein-1 sehr gering. Die Transportgeschwindigkeit hat sich bei der OpuB (D74T) Mutante 
gegenüber dem Wildtyp OpuB Transportsystem um das 2.5 fache verringert.  
Die Transport Experimente zeigten eine moderate Affinität der kompatiblen Solute zum 
mutierten OpuB Transporter (D74T), der allerdings gegenüber dem Transport von Cholin im 
Wildtyp OpuB Transporter stark verringert war. Denoch ist die Transportleistung ausreichend 
für eine Akkumulation von kompatiblen Soluten um osmotisch gestresste B. subtilis Zellen zu 
schützen (siehe Abbildung 27 B und 28).  
3.2.3 Bindungsaffinitäten des extrazellulären SBP OpuBC (Wildtyp) und 
OpuBC (D74T) 
Wie für jeden Transport ist die Bindung an das extrazelluläre SBP der Opu Transportsysteme 
von entscheidener Bedeutung, deswegen wurden die Bindungsaffinitäten des OpuBC (D74T) 
Proteins mit fünf kompatiblen Soluten über eine intrinsische Tyrosinfluoreszenz 
Spektroskopie bestimmt (siehe 2.6.6) und mit dem Wildtyp OpuBC Protein verglichen. 
Pittelkov et al., 2011 konnten beim Wildtyp OpuBC Protein einen Kd Wert von 30 µM für 
Cholin feststellen, während bei anderen kompatibilen Soluten keine Änderung im 
Emmesionsspektrum detektiert wurde (Pittelkov et al., 2011, Du et al., 2011).   
Die Überexpressionsplasmide pMP31 (Wildtyp OpuBC) und pMB55 (OpuBC D74T) wurden 
in E. coli Zellen überexprimiert (siehe 2.6.3) und anschließend über eine 
Affinitätschromatographie und über ein Ionenaustausch gereingt (2.6.4). Die gereinigten 
Proteine wurden für intrinsischen Tyrosinfluoreszenz Spektroskopie Experimente eingesetzt 
(1 µM Protein) und die kinetischen Parameter der Bindung zu fünf kompatiblen Soluten 
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Abbildung 30: Michaelis-Menten Kinetik bei der Bindungsaffinität von verschiedenen kompatiblen 
Soluten zu OpuBC (D74T). (A) 15 %iges SDS-Gel vom gereinigten OpuBC (D74T) Protein. M = Protein 
Marker; OpuBC (D74T) = 5 µg gereinigtes OpuBC (D74T) Protein. (B) Kinetik der Bindungsaffinität von 
OpuBC Wildtyp (1 µM im Assay) zu Cholin über eine intrinsische Tryptophanfluoreszenz Spektroskopie. Die 
Bindung von Cholin resultierte in einer Änderung der Fluoreszenzintensität. (C) Kinetik der Bindungsaffinität 
von OpuBC (T74D) (1 µM im Assay) zu den angegebenden kompatiblen Soluten über eine intrinsische 
Tryptophanfluoreszenz Spektroskopie. Die Bindung der kompatiblen Solute resultierte in einer Änderung der 
Fluoreszenzintensität. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten mit 
Standardabweichungen. 
Die Bindung von Cholin an das rekombinante gereinigte Wildtyp OpuBC Protein führte zu 
einer Änderung der Fluoreszenzintensität bei der intrinsischen Tyrosinfluoreszenz 
Spektroskopie. Die Berechnung der apparenten Dissoziationskonstante des OpuBC-Cholin 
Komplexes ergab einen Kd Wert von 52 ± 5 µM (siehe Abbildung 30 B). Die Bindung der 
fünf angegebenden kompatiblen Solute an das rekombinatante gereinigte OpuBC (D74T) 
Protein ergaben ebenfalls Änderungen der Fluoreszenzintensität bei der intrinsischen 
Tyrosinfluoreszenz Spektroskopie. Die Kalkulation der apparenten Dissoziationskonstanten 
der verschiedenen kompatibelen Solute beim OpuBC (D74T) Protein wurden in Tabelle 10 
zusammengefasst. Für Cholin wurde beim mutierten OpuBC Protein eine drastische 
Reduzierung der Dissoziationskonstante kalkuliert (4000 µM), während sie bei den weiteren 
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Tabelle 10: Zusammenfassung der Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiven 
Substanzen und die Bindungsaffinitäten verschiedener kompatibler Solute im mutierten OpuB 
Transportsystem. 
Kompatible                       Wildtyp OpuB 
 
                      OpuB (D74T) 
Solute Km / Ki Werte (µM)a Kd Werte (µM)   Km / Ki Werte (µM)b Kd Werte (µM) 
Cholin 3 ± 1 52 ± 5 
 
253 ± 38 4000 ± 300 
Glycin Betain  -  - 
 
47 ± 8 300 ± 33 
Carnitin  -  - 
 
86 ± 9 305 ± 25 
DMSP  -  - 
 
58 ± 12 397 ± 36 
Cholin-O-Sulfat  -  -   69 ± 17 246 ± 18 
Zusammenfassung der kinetischen Parameter des mutierten OpuB Transportsystem im Vergleich zum Wildtyp 
OpuB Transporter (siehe 3.2.2 und 3.2.3).  
a Die Transportgeschwindigkeit betrug bei der Aufnahme von Cholin Vmax von 35 ± 1 nmol min-1 mg pro 
Protein-1. 
b Die Transportgeschwindigkeit betrug bei der Aufnahme von Cholin, Glycin Betain und Carnitin Vmax von 13 - 
15  nmol min-1 mg pro Protein-1. 
 
Die Kalkulierten Km bzw. Ki Werte der fünf kompatiblen Solute unterschieden sich von den 
ermittelten Kd Werten des OpuBC Proteins erheblich.  
3.2.4 Kristallisation des OpuBC (D74T) Proteins mit verschiedenen 
Substraten und Auflösung der Bindungsstrukturen bei der 
Substratbindung 
Um die Bindung der fünf Substrate in der Bindungstasche des mutierten OpuBC Proteins 
aufzuklären wurden Kristallstrukturanalysen mit dem extrazellulären OpuBC (D74T) Protein 
durchgeführt. Mit solchen Kristallstrukturanalysen konnten wichtige Bindungsmotive und die 
für die Bindung der Substrate verantwortlichen Aminosäuren ermittelt werden. Das 
Überexpressionsplasmid pMB55 (OpuBC D74T) wurde in E. coli Zellen überexprimiert 
(siehe 2.6.3), anschließend über eine Affinitätschromatographie und über ein Ionenaustausch 
gereingt (2.6.4) und für Kristallisationsexperimente eingesetzt (siehe 2.6.7). Die 
Kristallisation des Proteins mit den verschiedenen Substraten wurde von Herrn Sander Smits 
(Institut für Biochemie, Heinrich-Heine Universität Düsseldorf, Deutschland) durchgeführt 
und resultierte in in OpuBC (D74T)-Substrat Komplexen mit einer sehr hohen Auflösung (< 
2.0 Å), in der auch Wassermoleküle aufgelöst wurden.  
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Abbildung 31: Kristallstrukturen der Bindungstasche des OpuBC (D74T) Proteins mit verschiedenen 
kompatiblen Soluten. (A) Koordination des OpuBC (D74T)-Cholin Komplexes. (B) Koordination des OpuBC 
(D74T)-Glycin Betain Komplexes. (C) Koordination des OpuBC (D74T)-Carnitin Komplexes. (D) Koordination 
des OpuBC (D74T)-DMSP Komplexes. (E) Koordination des OpuBC (D74T)-Cholin-O-Sulfat Komplexes. (F) 
Übersicht des gesamten Proteins bei der Bindung mit den verschiedenen kompatiblen Soluten (Overlay). 
Ein typisches Merkmal für die Bindung der extrazellulären SBP der Opu Transporter ist die 
Stabilisierung der positiven Kopfgruppe der kompatiblen Solute über ein „aromatischen 
Cage“ (Berntson et al., 2011). Bei OpuBC wird dieser „aromatischen Cage“ aus vier 
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Tyrosinen gebildet (Tyr71, Tyr117; Tyr197 und Tyr221). Dieses Motiv war auch bei der 
Stabilisierung der fünf kompatiblen Solute beim OpuBC (D74T) Protein vorhanden. Die 
positiv geladene Trimethylammoniumgruppe (Cholin, Glycin Betain, Carnitin und Cholin-O-
Sulfat) und die Dimethylsulfangruppe von DMSP wurden über Kationen π-Interaktionen von 
dem „aromatischen Cage“ stabilisiert. Im folgenden wurden die OpuBC (D74T) 
Kristallstrukturen mit den verschiedenen Liganden beschrieben. 
(A) OpuBC (D74T)-Cholin Komplex: 
Cholin wurde über eine direkte Interaktion der Carboxylgruppe mit der Aminosäure Gln19 
gebunden. Außerdem war die Aminosäure Gln19 zusätzlich indirekt über ein Wassernetzwerk 
an der Stabilisierung der Hydroxylgruppe beteilgt. Das Wassernetzwerk das ürsprunglich über 
die Aminosäuren Asp74,  Tyr117 und Leu155 ausgebildet wurde, eine Verbindung des 
Proteins von Domäne I und II, ist verlorengegangen. Diese neue Verbindung war suboptimal 
für eine Stabilisierung von Cholin, das sich in einer 84.3 fache Verschlechterung bei der 
Aufnahme von C14 radiaktiv markierten Cholin widerspiegelte (siehe Abbildung 29 B). 
(B) OpuBC (D74T)-Glycin Betain Komplex:  
Wie bei Cholin wurde die Carboxylgruppe von Glycin Betain direkt und indirekt über die 
Aminosäure Gln19 stabilisiert. Diese Verbindung lag ebenfalls bei OpuCC mit Glycin Betain 
vor. Ein Wassernetzwerk über die Aminosäuren Thr74, Tyr117 und Leu155 wurde wie beim 
Wildtyp OpuBC Protein ausgebildet, das allerdings durch den Austausch der Aminosäure 
Asp74 zu Thr74 flexibel geworden ist und es erlaubt das Glycin Betain in die aromatsiche 
Bindungstasche gelangen und gebunden werden konnte.  
(C) OpuBC (D74T)-Carnitin Komplex:  
Carnitin besitzt eine lange Kohlenstoffkette mit einer zusätzlichen Methylgruppe innerhalb 
dieser Kohlenstoffkette. Wie bei Cholin und Glycin Betain nahm die Aminosäure Gln19 über 
zwei direkte Verbindungen mit Carnitin eine wichtige Stellung in der Interaktion und 
Stabilisierung des Subtrates in der aromatsichen Bindungstasche ein. Hier hatte sich neben 
einer Bindung der Carboxylgruppe von Carnitin eine Bindung an die Methylgruppe innerhalb 
der Kohlenstoffkette herausgebildet. Ein Wassernetztwerk über die Aminosäuren Thr74 
(Domäne I) und Tyr177 (Domäne II) agierte als indirekte Stabilisierungshilfe für Carnitin. 
Eine Interaktion wie beim OpuCC Protein über die Aminosäure Ser51 wurde nicht 
ausgebildet (siehe Abbildung 25 D). 
(D) OpuBC (D74T)-DMSP Komplex:  
Wie Carnitin besitzt DMSP eine lange Kohlenstoffkette, allerdings keine weitere 
Methylgruppe innerhalb dieser Kette. Die negativ geladene Carboxylgruppe von DMSP 
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wurde wie vorher bei Cholin und Glycin Betain direkt und indirekt über die Aminosäure 
Gln19 stabilisiert. Ein Wassernetzwerk wie bei Carnitin über die Aminosäuren Thr74 
(Domäne I) und Tyr177 (Domäne II) spielte auch bei DMSP für die Stabilisierung eine 
wichtige Rolle.  
(E) OpuBC (D74T)-Cholin-O-Sulfat Komplex:  
Cholin-O-Sulfat besitzt eine negativ geladene Sulfatgruppe und unterscheidet sich hier von 
allen anderen untersuchten kompatiblen Soluten. Eine Bindung des Substrates wurde 
ebenfalls über eine direkte Bindung über die Aminosäure Gln19 ausgebildet. 
(F) In der Overlay Übersicht des OpuBC (D74T) SBP mit den gebundenen kompatiblen 
Solute zeigte sich keine gravierende Änderung der Gesamtstruktur bei der Bindung der 
Substrate.  
Die Analyse der Kristallstrukturen ergab, dass die Aminosäure Gln19 bei allen Bindungen der 
Substrate an das Protein direkt oder indirekt beteiligt ist. Im mutagenisierten OpuBC (D74T) 
Protein sorgten Interaktionen der Substrate an diese Aminosäure für eine Stabilisierung der 
gebundendenen Form des SPB.  
3.2.5 Auswirkung auf die Akkumulation verschiedener kompatibler Solute 
bei der OpuC (OpuCC T74D) Transportermutante 
Der OpuB Transporter, der natürlicherweise nur Cholin transportiert, konnte durch den 
Austausch einer einzigen Aminosäure dahingehend evolviert werden, dass nun ein breites 
Spektrum an kompatiblen Soluten akkumuliert werden konnte. Die Experimente zeigten eine 
Evolution des OpuB Transporters hin zum Substratprofil des OpuC Transportsystems, 
allerdings war die Transportleistung verringert. Nun fragte ich mich ob die Evolution des 
OpuC Transporters auch hin zum OpuB Transporter möglich ist. Du et al., 2011 konnten 
zeigen das der Aminosäure Austausch von Thr74 zu Asp74 im extrazellulären OpuCC Protein 
dazu führt, das keine kompatiblen Solute, mit Ausnahme von Cholin, eine Änderung des 
Emmesionsspektrums hervorrufen. Bei diesen intrinsischen Tyrosinfluoreszenz Spektroskopie 
Experimenten wurden keine kinetischen Parameter publiziert. Die vorliegenden Daten wurden 
ausschließlich mit gereinigten rekombinanten OpuCC (T74D) Protein von Du et al., 2011 
angefertigt (in vitro). Publizierte Daten mit dem kompletten OpuC Transportsystem in B. 
subtilis lagen nicht vor (in vivo Experimente). Wie die radioaktiven Transport Versuche der 
OpuB (D74T) Transportermutante und die Berechnung der Bindungsaffinitäten beim OpuB 
(D74T) Protein gezeigt haben, können diese kinetischen Parameter deutlich voneinander 
abweichen (siehe Tabelle 10).     
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Die folgenden Wachstums- und Aufnahmeexperimente mit radioaktiv markierten 
kompatiblen Soluten wurden mit dem konstruierten B. subtilis Stamm SBB10 (OpuC+ T74D) 
durchgeführt (siehe 2.5.4 und 3.2.1).  
 
Abbildung 32: Western Blot nach einem Salzschock mit der OpuC Transportermutante. Die B. subtilis 
Stämme SBB6 (Wildtyp Stamm JH642 pX), SBB7 (OpuB+ pX),  SBB8 (OpuC+ pX) und SBB10 (OpuC+ T74D) 
wurden in SMM bis zu einer OD578 0.5 kultiviert und mit 0.4 M Salz für 60 Minuten geschockt. 1 ml Aliquotes 
wurden für ein Western Blot abgenommen. Der 1. Antikörper war OpuCC, der an das OpuCC Protein bindet. 
Detektiert wurde der 1. Antikörper mit dem Antikörper AP Donkey Anti-Rabbit IgH, der eine Alkaline 
Phosphatase besitzt. 1: JH642 pX; 2: OpuB+ pX; 3: OpuC+ pX; 4: OpuC+ (T74D). 
Mit einem Western Blot wurde überprüftt, dass der Aminosäureaustausch sich nicht auf die 
Stabilität des OpuCC (T74D) Proteins auswirkte und die Expression des opuC Operons nach 
Integration in die amyE Seite von B. subtilis nicht beeinflusst wurde.  
Die B. subtilis Stämme SBB6 (Wildtyp Stamm JH642 pX), SBB8 (OpuC+ pX) und SBB10 
(OpuC+ T74D) wurden in SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) ohne und mit der 
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von kompatiblen Soluten (Endkozentration von 
75, 200 und 1000 µM) kultiviert und das Wachstum nach 18 Stunden photometrisch bestimmt 
(OD578). 
 
Abbildung 33: Protektion der OpuC Transportermutante mit verschiedenen kompatiblen Soluten bei 
Salzstress. Die B. subtilis Stämme SBB6 (JH642 pX), SBB8 (OpuB+ pX) und SBB10 (OpuB+ D74T) wurde in 
in SMM mit 1.2 M NaCl (37 °C, 220 rpm) ohne und mit der Anwesenheit verschiedener kompatibler Solute 
kultiviert (Endkonzentrationen 75 – 1000 µM). Das Wachstum wurde nach 18 Stunden photometrisch bestimmt 
(OD578). Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten mit Standardabweichungen. 
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Beim Wildtyp Stamm B. subtilis JH642 und beim SBB8 Stamm (OpuC+ pX) konnten wie 
erwartet mit allen kompatiblen Soluten (Endkonzentration 75 µM), mit Ausnahme von Ectoin 
und 5-Hydroxyectoin, ein gutes Wachstum der Zellen bei hohen Osmolaritäten beobachtet 
werden (OD578 2.9 bis 3.7). Selbst niedrige Konzentrationen der kompatiblen Solute konnten 
für ein ausreichenden Schutz der Zellen bei diesem Salzstress Wachstumsversuch sorgen. 
Beim B. subtilis Stamm SBB10 (OpuC+ T74D) wurde bei geringen Konzentrationen an 
kompatiblen Soluten (75 µM) nur ein Wachstum bei Carnitin und Cholin festegestellt bzw. 
bei den Derivaten der beiden kompatiblen Solute (OD 1.8 bis 2.8). Nur durch 
Konzentrationen von 1000 µM der angegebenden kompatiblen Solute konnte ein leichtes 
Wachstum bei Glycin Betain und seinen Derivaten, DMSP und Cholin-O-Sulfat beobachtet 
werden (OD578 1.6 bis 2).  
Der Aminosäure Austausch im OpuCC Protein (T74D) hat somit für ein dramatischen 
Einbruch der Protektion der Zellen im Salzstress Wachstumsversuch gesorgt. Die 
kompatiblen Solute Glycin Betain (Glycin Betain Derivate), DMSP und Cholin-O-Sulfat 
konnten nur in hohen Konzentrationen leichtes Wachstum bei den Zellen herbeiführen. Diese 
kompatbilen Solute sind normalerweise für ihre ausgezeichneten protektiven Eigenschaften 
bekannt (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Nau-Wagner et al., 1999; Bremer, 
2002). Der mutierte OpuC Transporter konnte demzufolge die Substanzen nicht mehr 
genügend akkumulieren um ein Schutz aufzubauen. Dagegen wurde die Akkumulation von 
Carnitin und Cholin, sowie deren Derivaten, kaum beeinflusst. Allerdings wurde die volle 
Protektion erst bei 200 µM an kompatiblen Soluten gewährleistet ( OD 2.8 bis 3.5). 
3.2.6 Kinetische Parameter bei der Aufnahme ausgewählter kompatibler 
Solute der OpuC (OpuCC T74D) Transportermutante 
Die Wachstumsexperimente mit der OpuC Transporter Mutante haben gezeigt, dass sich das 
Substratspektrum nicht verändert hat. Allerdings zeigten die Experiemente eine reduzierte 
Akkumulation von kompatiblen Soluten um ein Zellwachstum bei hohen Osmolaritäten zu 
gewährleisten. Eine vollständige Protektion wurde nur erreicht wenn die kompatiblen Solute 
in hohen Konzentrationen zur Verfügung standen (siehe Abbildung 33). Um die wohl 
veränderten kinetischen Parameter, im Vergleich zum Wildtyp OpuC Transporter, 
aufzuklären wurden abermals mit radioaktiv markierten Glycin Betain, markierten Cholin und 
L-Carnitin Transport Experimente durchgeführt. Die  B. subtilis Stämme SBB8 (OpuC+ pX) 
und SBB10 (OpuC+ T74D) wurden in SMM mit 0.4 M NaCl kultiviert (37 °C, 220 rpm) und 
für die radioaktiven Transport Experimente eingesetzt (siehe 2.4.4).  
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Abbildung 34: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiven kompatiblen Soluten durch 
die OpuC Transportermutante. Michaelis-Menten Kinetik der Aufnahme von [1-C14]-Glycin Betain, 14C 
markierten Cholin und L-Carnitin (Konzentrationen des Substrates im Assay von 3 - 20000 µM). Dargestellt 
sind die Experimente aus zwei unabhängigen Kulturen und Transport Assays mit Standardabweichung.  
Die kinetischen Parameter bei den radioaktiven Transport Experimenten im Wilttyp OpuC 
Transportsystem (siehe Abbildung 34 A, B und C) und im OpuC (T74D) Transportsystem 
(Abbildung 34 D, E und F) mit [1-14C] Glycin Betain, 14C markierten Cholin und L-Carnitin 
wurden über eine Michaelis-Menten Kinetik kalkuliert. Beim Wiltyp OpuC Transporter sind 
Km Werte zwischen 6 und 23 µM berechnet worden. Wie die Km Werte decken sich die Vmax 
Werte von 66 ± 2 nmol min-1 mg pro Protein-1 bei Glycin Betain,  58 ± 3 nmol min-1 mg pro 
Protein-1 bei Carnitin und 76 ± 3 nmol min-1 mg pro Protein-1 bei Cholin mit bereits 
publizierten kinetischen Parametern (Vmax ~ 65 nmol min-1 mg pro Protein-1) (Kappes et al., 
1996; Kappes et al., 1998; Kappes et al., 1999). Durch den Aminosäure Austausch im OpuCC 
Protein verringerte sich bei Glycin Betain der Km Wert um das 186 fache (Km Wert 1116 ± 
128). Die Transportgeschwindigkeit von 66 ± 2 nmol min-1 mg pro Protein-1 verringerte sich 
um das 2.5 fache (Vmax 26 ± 1 nmol min-1 mg pro Protein-1). Auch der Km Wert und Vmax 
Wert für Carnitin (Km Wert 91 ± 16; Vmax 20 ± 1 nmol min-1 mg pro Protein-1) wurde um das 
15 fache bzw. um das 2.9 fache verringert. Im Gegensatz zu den kompatiblen Soluten Glycin 
Betain und Carnitin wurden die kinetischen Parameter für den Cholin Transport nicht in 
Mitleidenschaft durch den Aminosäure Austausch gezogen. Die kalkulierten kinetischen 
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Parameter für den Cholin Transport durch das mutierte OpuC Transportystem sind nahzu 
identisch (Km Wert 37 ± 4; Vmax 71 ± 3 nmol min-1 mg pro Protein-1).  
3.2.7 Bioinformatische Analyse der OpuBC und OpuCC SBP in der 
Gattung Bacillus 
Wie bei 3.1.7 bereits für die Transporter OpuA und OpuC gezeigt wurde, sind die Opu 
Transporter in nahzu allen Bacillus Species vertreten. In der folgenden bioinformatischen 
Analyse wurden die Aminosäuresequenzen der extrazellulären OpuBC und OpuCC Proteine 
über ein BLAST-P in der Gattung Bacillus analysiert. Für die Analyse wurden ausschließlich 
komplett Sequenzierte Bacillus Genome verwendet (84 Genome integriert in der Integrated 
Microbial Genomes and Metagenomes Datenbank, der National Center for Biotechnology 
Information Datenbank und der SILVA High Quality Ribosomal RNA Database).  
Bei der Analyse wurden die Homologien der gesamten Aminosäuresequenz betrachtet und die 
Aminosäure an der Position 74. Über den Homologievergleich und der Aminosäure (D bei 
OpuBC und T bei OpuCC) konnte bestimmt werden um welchen Opu Transporter es sich 
handelte. Außerdem wurden die Aminosäuren für die Ausbildung des charakteristischen 
„aromatischen Cages" und die Aminosäuren die an der Interaktion direkt oder indirekt mit 
dem Substrat beteiligt sind analysiert (Pittelkov et al., 2011; Du et al., 2011).  
84 Bacillus Genome (23 Arten) wurden nach den ebend genannten Kriterien analysiert. Die 
überwiegende Anzahl der Bacillus Arten (16 von 23) besaßen ein OpuC Transporter, während 
die restlichen Bacilli ein OpuB und OpuC Transporter besaßen. Sind beide Transporter 
vorhanden liegen deren Gene in unmittelbarer Nachbarschaft auf dem Genom. Jediglich die 
Bacillus Stämme B. cellulosilyticus N-4, B. cytotoxicus NVH 391-98 und B. halodurans C-
125 besitzen keinen der zwei Transporter. Die aromatischen Aminosäuren die den 
„aromatischen Cage“ bilden waren in allen 81 Bacillus Stämmen konserviert, bei wenigen 
Stämmen ist jediglich das Tyrosin durch ein Phenylalanin ersetzt (z. B. bei B. infantis NRRL-
14911). Das detailierte Alignment und das Gencluster der SBP kann dem Anhang entnommen 
werden (siehe 6).  
3.2.8 Stammbaum der Gattung Bacillus 
Wie die bioinformatische Untersuchung der Gattung Bacillus gezeigt hat, sind überwiegend 
die OpuC Transportertypen vertreten und nur eine kleine Gruppe von Bacillus Stämmen 
besitzen ein OpuB Transporter, allerdings nur zusammen mit einen OpuC Transporter. Bei 
einem 16s rRNA Stammbaum der Gattung Bacillus wurde die Verteilung der Transporter 
bestimmt. 
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Abbildung 35: 16s rRNA Stammbaum der Gattung Bacillus. Aus der Gattung Bacillus wurde mit 84 
Stämmen (komplett Sequnzierte Genome) ein 16s rRNA Stammbaum der Phylogenie erstellt. Die überwiegende 
Anzahl an Bacillus Stämmen wies ein OpuC Transporter auf und nur eine kleine Gruppe besaß ein OpuB als 
auch ein OpuC Transporter. Blau markiert sind Bacillus Stämme die ein OpuC Transporter besitzen. Rot sind die 
Bacillus Stämme markiert, die beide Transporter besitzen. 
In einem 16s rRNA Stammbaum der Gattung Bacillus wurde die Phylogenie mit der 
Sequenzanalyse der extrazellulären SBP des OpuB und OpuC Transporters verknüpft. Der 
Stammbaum gibt Auskunft darüber welcher Transporter zuerst vorhanden war und welcher 
aus einer Genduplikation entstanden sein muss. Der OpuB Transporter ist aus dem OpuC 
Transporter entstanden. Eine kleine Gruppe von 4 Bacillus Arten (B. amyloliquefaciens, B. 
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atrophaeus 1942, B. sp. JS und B. subtilis Stämme) besitzen beide Transporter (Rot), während 
die restlichen nur OpuC Transportertypen besitzen (Blau). 	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4. Diskussion 
Das ubiquitär vorkommende Bodenbakterium B. subtilis ist in der Lage DMSP aus seiner 
Umwelt zu akkumulieren, kann es aber nicht als Nährstoffquelle nutzen. DMSP wird unter 
verschiedenen Stressbedingungen hauptsächlich durch den ABC Transporter OpuC 
aufgenommen und ist im gleichen Umfang protektiv wie Glycin Betain. Natürliche und 
synthetische DMSP Derivate, bei denen die Dimethylsulfat Gruppe chemisch modifiziert 
wurde, gelangen ebenfalls durch den OpuC Transporter ins Zellinnere und zeigten unter 
hochosmotischen Bedingungen protektive Eigenschaften. DMSP ermöglichte außerdem ein 
Wachstum von B. subtilis an seinen äußersten Temperaturgrenzen (13 °C und 52 °C). 
Das OpuC Transportsystem wurde als Haupttransporter für die Aufnahme von DMSP und 
seinen Derivaten identifiziert. Neben OpuC existiert in B. subtilis der hoch homologe 
Transporter OpuB. Es ist bekannt, dass OpuC ein breites Substratprofil besitzt (Kempf and 
Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Kappes and Bremer, 1998; Nau-Wagner et al., 1999; 
Kappes et al., 1999; Bremer, 2002; Hoffmann and Bremer, 2011, Bashir et al., 2014a,b), 
jedoch transportiert der eng verwandte OpuB Transporter nur Cholin (Kappes et al., 1999; 
Pittelkov et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch den 
Austausch einer einzelnen Aminosäure im extrazellulären SBP OpuBC das Transportsystem 
in Richtung OpuC evolviert werden kann. Umgekehrt führte die Mutagenese der 
entsprechenden Aminosäure im OpuCC Bindeprotein hin zum OpuBC Bindeprotein zu einer 
stark eingeschränkten Akkumulation der kompatiblen Solute. 
4.1 Stressprotektion bei B. subtilis durch das ökologisch reichlich 
vorkommende DMSP und seinen natürlichen und synthetischen 
Derivaten 
Die tertiäre Sulfoniumverbindung DMSP wird in hohen intrazellulären Konzentrationen von 
marinen Makroalgen, dem Phytoplankten und einigen Landpflanzen hergestellt (Challenger 
and Simpson, 1948; Green, 1964; Barnard et al., 1984; Hanson et al., 1994; Yoch, 2002; Otte 
et al., 2004; Curson et al., 2011a; Reisch et al., 2011; Moran et al., 2012; Rainia et al., 2013) 
und spielt eine wichtige Rolle im weltweiten Schwefelkreislauf (Carlson et al., 1987; Kiene et 
al., 2000). Nachdem DMSP durch Lyse oder virale Infektion ins Meerwasser gelangt ist 
(Stefels, 2000; Curson et al., 2011a; Reisch et al., 2011; Moran et al., 2012; Hehemann et al., 
2014) kann es von Mikroorganismen aufgenommen werden und als Osmolyt oder Schwefel- 
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und Kohlenstoffquelle genutzt werden (Karsten et al., 1992; Kiene et al., 1999; Welsh, 2000; 
Sunda et al., 2002; Todd et al., 2007; Curson et al., 2011a,b; Rinta-Kanto et al., 2011; 2012; 
Levine et al., 2012; Todd et al., 2012; Murdock et al., 2014). Mitglieder der Gattung Bacillus 
sind in der Natur in sämtlichen Habitaten zu finden (Earl et al., 2008; Logan and De Vos, 
2009). Ihr Vorkommen ist nicht nur auf Landökosysteme beschränkt, sondern weitet sich auf 
Marine- und Flussmündungsökosysteme aus (Siefert et al., 2000; Miranda et al., 2008; 
Ettoumi et al., 2013). Es ist davon auszugehen das B. subtilis in diesen Habitaten Zugang zu 
DMSP hat, allerdings ist über die ökologische Rolle von DMSP für B. subtilis nichts bekannt. 
In dieser Arbeit wurde der Frage nach der Aufnahme und Katabolisierung von DMSP im 
Modellorganismus B. subtilis nachgegangen.  
B. subtilis kann eine Vielzahl unterschiedlicher kompatibler Solute aus der Umwelt unter 
hochosmolaren Bedingungen akkumulieren und so sein Wachstum gewährleisten (Kempf and 
Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Kappes and Bremer, 1998; Nau-Wagner et al., 1999; 
Kappes et al., 1999; Bremer, 2002; Bashir et al., 2014a,b). Bei Wachstumsexperimenten unter 
hohen osmotischen Bedingungen wurde B. subtilis durch DMSP, sein natürliches Selen 
Derivat DMSeP und fünf weitere synthetische DMSP Derivate (Dickschat et al., 2010; Brock 
et al., 2014) protektiert und Wachstum ermöglicht, allerdings mit unterschiedlicher Effizienz 
(siehe Abbildung 14 A). Besonders DMSP schützte die Zellen bei Salzstress mit gleicher 
Effektivität wie Glycin Betain, ein sehr gutes kompatibles Solut, das in der Natur häufig 
vorkommt (Kempf and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Yancey, 2005). DMSP wird von 
B. subtilis nicht katabolisiert (siehe Abbildung 12) und gehört dadurch zu den 
Mirkoorganismen, die DMSP nur als kompatibles Solut nutzen.  
4.1.1 Das kompatible Solute DMSP als „chemisches Chaperon“ 
Osmotisch gestresste B. subtilis Zellen besitzen durch die Akkumulation von externen oder de 
novo synthetisierten kompatiblen Soluten einen Wachstumsvorteil. Dieser Vorteil beruht auf 
den folgenden Eigenschaften der kompatiblen Solute. Sie stabilisieren unter osmotischen 
Bedingungen den Zellturgor und beeinflussen damit den Ionenhaushalt. Ebenso stabilisieren 
die kompatiblen Solute die native Konformation von Proteinen und gewährleisten die 
Integrität verschiedener Zellkomponenten während biosynthetischen Prozessen (Cayley et al., 
1992; Bourot et al., 2000; Bremer and Krämer, 2000; Doamant et al., 2001; Ignatova and 
Gierasch, 2006; Street et al., 2010; Auton et al., 2011; Wood, 2011). Die physikalischen und 
chemischen Eigenschaften individueller kompatibler Solute sind ein wichtiger Faktor für die 
protektiven Eigenschaften dieser Substanzen (Street et al., 2010; Auton et al., 2011; Jackson-
Atogi et al., 2013). Zum Beispiel offenbarte Ectoin unter verschiedenen Stressbedingungen 
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ausgezeichnete protektive Eigenschaften (Lippert and Galinski, 1992; Widderich et al., 2014), 
allerdings wurde mit dem Oxidationsprodukt 5-Hydroxyectoin ein besserer Schutz von 
Molekülen bei Austrocknung gewährleistet als bei Ectoin (Bursy et al., 2007; Tanne et al., 
2007). Ebenso wurden unterschiedliche Effekte mit Glycin Betain oder Prolin auf den 
Kaliumgehalt, Glutamathaushalt, Trehalosehaushalt und auf den osmotischen Druck im 
Zytoplasma in E. coli K-12 beobachtet (Cayley et al., 1992). Unterschiedliche zelluläre 
Effekte und protektive Eigenschaften zeigten sich auch beim Vergleich von DMSP und seinen 
Derivaten im Wachstum von B. subtilis unter hoch osmolaren Bedingungen (siehe Abbildung 
14 A), bei der osmostress-adaptiven Prolinbiosynthese (siehe Abbildung 15) und bei der 
Repression der Promotoraktivität des osmotisch induzierten opuA Operons (siehe Tabelle 9). 
Neben der Protektion bei Salzstress konnten ebenfalls bei Kälte- und Hitzestress (13 °C und 
52 °C) eine Protektion durch DMSP, seinem natürlichen Selen Derivat DMSeP (nur bei 
Kälte) und einem synthetischen Derivat EMSP (nur bei Kälte) beobachtet werden (siehe 
Abbildung 14 B und C). Die zelluläre Protektion unter niedrigen und hohen 
Wachstumstemperaturen ist für viele Mikroorganismen gezeigt worden (Auflistung 
verschiedener Referenzen bei Holtmann and Bremer, 2004, Hoffmann and Bremer, 2011), 
allerdings ist über den molekularen Mechanismus wenig  bekannt. Studien in B. subtilis bei 
Kälte und Hitze mit Glycin Betain, in denen die intrazelluläre Glycin Betain Konzentration 
kalkuliert wurde, zeigten eine verringerte Akkumulation von Glycin Betain gegenüber 
osmotischen Stressbedingungen (Holtmann and Bremer, 2004, Hoffmann and Bremer, 2011; 
Hoffmann et al., 2013). Diese Beobachtungen zeigten, dass die Mechanismen der 
Temperaturprotektion durch Glycin Betain sich von denen der Osmoprotektion unterscheiden. 
An den Temperaturgrenzen, bei denen gerade noch Wachstum möglich ist, spielen bei B. 
subtilis die SigB-kontrollierte generelle Stressantwort, Kälteschock und Hitzeschock 
Chaperone eine wichtige Rolle, denn in der Kälte können Proteine ihre Flexibilität verlieren 
und sind besonders durch die Bildung von Eiskristallen gefährdet, während bei hohen 
Temperaturen eine Hitzedenaturierung der Proteine droht (Graumann et al., 1997; Klein et al., 
1999; Jaenicke, 1999; Bayles and Wilkinson, 2000; Beckering et al., 2002; Schuhmann et al., 
2002; Weber and Marahiel, 2002; Brigulla et al., 2003; Versteeg et al., 2003; Holtmann et al., 
2004; Budde et al., 2006; Bursy et al., 2008; Strocchi et al., 2008; Cybulski et al., 2010; 
Elsholz et al., 2010; Martin and de Mendoza, 2013; Runde et al., 2014). Wird B. subtilis bei 
Temperaturen kultiviert, bei denen kaum noch Wachstum stattfindet (13 °C oder 52 °C) 
versagen diese Mechanismen, während die Zugabe von DMSP Wachstum ermöglicht. 
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Verschiedene Studien zeigen, in vivo und in vitro, dass kompatible Solute Proteine 
stabilisieren können und damit die native Konformation des Proteins aufrechterhalten (Lippert 
and Galinski, 1992; Diamant et al., 2001; Arora et al.,2004; Street et al., 2006; Pastor et al., 
2010; Murdock et al., 2014). Sie wirken als „chemisches Chaperon“  (Diamant et al., 2011) 
und auch DMSP zeigt Eigenschaften solcher Substanzen. Protein stabilisierende 
Eigenschaften konnten für DMSP bereits in vitro bei Denaturierungsexperimenten mit der 
Phosphofructokinase aus Hasenmuskulatur und der kältesensitiven Malat Dehydrogenase der 
Polaralge Acrosiphonia arcta beobachtet werden (Nishiguchi and Somero, 1992; Kartsen et 
al., 1996).  
Mit den hitzeprotektiven Fähigkeiten von DMSP in B. subtilis konnte den protektiven 
Eigenschaften der Substanz eine neue Facette hinzugefügt werden. Hitzeschutz konnte bereits 
für verschiedene andere kompatible Solute gezeigt werden (Caldas et al., 1999; Diamant et 
al., 2011; Holtmann and Bremer, 2004; Chattopadhyay et al., 2004; Tschapek et al., 2011 ). 
4.1.2 Aufnahme von DMSP durch die OpuA und OpuC Transportsysteme 
In seinen Habitaten stehen B. subtilis viele unterschiedliche kompatible Solute zur Verfügung, 
die unter Stressbedingungen akkumuliert werden können. Für die Aufnahme der 
verschiedenen kompatiblen Solute besitzt B. subtilis ein Set an osmotisch induzierbaren 
Transportern (OpuA, OpuB, OpuC, OpuD und OpuE) (Kappes et al., 1996; Kappes et al., 
1999; Bremer, 2002). Mit einem definierten Set an Transportermutanten wurden für die 
DMSP Aufnahme in B. subtilis die ABC Transporter OpuA und OpuC identifiziert. Weiter 
wurde gezeigt, dass das natürliche DMSP Derivat DMSeP und die fünf synthetischen 
Derivate nur durch den OpuC Transporter aufgenommen werden (siehe Abbildung 16). Die 
Aufnahme von DMSP über die Transporter OpuA und OpuC erfolgte bei Salz-, Kälte- und 
Hitzestress (Siehe Abbildung 16 und 17). Die DMSP Aufnahme, besonders in marinen 
Ökosystemen, steht in Konkurrenz zu der Aufnahme von Glycin Betain (Kiene et al., 1998; 
Vila-Costa et al., 2006). In mikrobiellen Transportsystemen wird DMSP sowie Glycin Betain 
über dieselben Transporter aufgenommen (Gouesbet et al., 1994; Cosquer et al., 1999; 
Murdock et al., 2014). B. subtilis bildet dabei keine Ausnahme, denn die OpuA und OpuC 
Transporter sind hochspezifische Transporter für Glycin Betain (Kempf and Bremer, 1995; 
Kappes et al., 1996). Allerdings ist zu vermerken, dass der Glycin Betain Transporter OpuD 
nicht an der Aufnahme von DMSP beteiligt ist (Kappes et al., 1996). Der OpuD Transporter 
gehört zur Familie der BCCT Transporter (Saier et al., 1999; Ziegler et al., 2010). 
Interessanterweise wurde bereits ein Transporter der BCCT Familie (DddT) als DMSP 
Aufnahmesystem aus einem DMSP-katabolisierenden Mikroorganismus beschrieben. Wurde 
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der DddT-Transporter heterolog in E. coli exprimiert, transportierte er neben DMSP auch 
Glycin Betain (Todd et al., 2010; Sun et al., 2012). 
Die Aufnahme von DMSP konnte bereits für die Gattung Roseobacter (Malmstrom et al., 
2004), für Cyanobakterien wie Synechococcus oder Prochlorococcus (Malmstrom et al., 
2005; Vila-Costa et al., 2006), für Listeria monocytogenes (Bayles and Wilkinson, 2000), für 
E. coli (Cosquer et al., 1999), für Ensifer meliloti (Pichereau et al., 1998) und für 
Pseudomonas doudoroffii (Yoch et al., 1997) dokumentiert werden. In der vorliegenden 
Arbeit wurden erstmals die quantitativen Parameter für die Aufnahme von DMSP sowie für 
das natürliche Selen Derivat DMSeP über die spezifischen ABC Transportsysteme in B. 
subtilis erhoben. In B. subtilis präsentierte sich der OpuA Transporter als ein niedrig affiner 
Transporter für DMSP (Ki Wert um 1 mM) (siehe Abbildung 18). Der ABC Transporter 
OpuC dagegen stellte sich als hochaffin für DMSP und die DMSP Derivate heraus (Ki Werte 
18 bis 39 µM) (siehe Abbildung 20). Natürlicherweise liegt freies DMSP in den marinen 
Ökosystemen nur in niedrigen Konzentrationen vor (Kiene et al.,1998; Vila-Costa et al., 
2006). Daraus schlussfolgere ich, dass der OpuC Transporter der Hauptransporter für die 
DMSP Aufnahme ist. 
Eine bioinformatische Analyse über die Verbreitung der OpuA und OpuC Transportsysteme 
in der Gattung Bacillus (88 komplett sequenzierte Genome) offenbarte, dass 84 Stämme einen 
OpuA Tranporter, 84 Stämme einen OpuC Transporter und 82 von 88 Stämmen beide 
Transporter besitzen. Bei der Adapation der Gattung Bacillus an unterschiedliche 
Umweltbedingungen scheint DMSP eine große Relevanz einzunehmen, denn alle Bacilli sind 
potenziell in der Lage DMSP aufzunehmen und als kompatibles Solute zu nutzen. 
4.1.3 Die Bindung von DMSP an die extrazellulären SBP OpuAC und 
OpuCC 
Die kompatiblen Solute werden bei B. subtilis von den extrazellulären SBP gebunden bevor 
sie über die Membrankomponenten des Transporters ins Zellinnere transportiert werden 
können (Kappes et al., 1999; Berntsson et al., 2010; Eitinger et al., 2010). Die kinetischen 
Parameter der Bindungsaffinität von DMSP zum OpuAC Protein war mit einer berechneten 
apparenten Dissoziationskonstante von ca. 1 mM sehr schlecht (siehe Abbildung 21 D). Das 
in silico Bindungsmodell des OpuAC-DMSP Komplexes zeigte eine Verschiebung von 
DMSP innerhalb der aromatischen Bindungstasche um 0.7 Å (im Vergleich mit Glycin 
Betain). Diese Verschiebung sorgte für keine optimale Stabilisierung von DMSP (siehe 
Abbildung 23 B). Bei DMSeP und DMTeP wurde das Schwefelatom ersetzt, wodurch sich 
die Atomradien von 103 pm (Schwefelatom vom DMSP) auf 117 pm (Selenatom bei DMSeP) 
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und 135 pm (Telluratom im DMTeP) vergrößert haben. Bei EMSP, DESP, IMSP und TMSP 
wurde das Schwefelatom nicht ersetzt, allerdings sind weitere chemische Gruppen (z. B. 
Methylgruppen) an die Dimethylsulfatgruppe katalysiert worden (siehe Abbildung 13). Diese 
Modifizierungen sorgten vermutlich dafür, dass die Derivate nicht mehr von dem 
„aromatischen Cage“ im OpuAC Bindeprotein über Kationen π-Interaktionen stabilisiert 
werden konnten. Die apparente Dissoziationskonstante des OpuCC-DMSP Komplexes konnte 
nicht bestimmt werden, was vermutlich auf eine verminderte Qualität des rekombinanten 
OpuCC Proteins zurückzuführen war. Das rekombinante OpuCC Protein könnte in anderen 
Überexpressions Systemen exprimiert werden, z. B. in Bacillus megaterium (Hueck et al., 
1995; Malten et al., 2006) oder in Saccharomyces cerevisiae (Buckholz et al., 1991; Liu et 
al., 2012), um ein stabileres Protein zu erhalten. Als Alternative zur Fluoreszenzspektroskopie 
könnten die Affinitäten auch mit ITC (Isothermal titration calorimetry) oder Biacore bestimmt 
werden. Das in silico Bindungsmodell des OpuCC-DMSP Komplex zeigte eine Stabilisierung 
der positiv geladenen Dimethylsulfatgruppe in der aromatischen Bindungstasche über 
Kationen π-Interaktionen und die direkte Interaktion mit den Aminosäuren Gly19 und Ser51. 
Die Architektur der OpuCC Bindungstasche zeichnet sich durch eine strukturelle Flexibilität 
aus, die es erlaubt auch langkettige kompatible Solute wie das DMSP durch Ausbildung einer 
neuen Interaktion des Substrates mit der Aminosäure Ser51 zu binden (Du et al., 2011). Die 
Flexibilität der Bindungstasche des OpuCC Proteins erlaubt die Erkennung vieler 
unterschiedlicher Substrate und daher war es nicht verwunderlich, dass auch chemische 
Veränderungen wie bei den DMSP Derivaten eine Bindung an das OpuCC Protein 
ermöglichten. Diese Flexibilität wurde bereits bei der OpuC vermittelten Aufnahme des 
toxischen Glycin Betain Derivates (2-(Dimethyl (4-nitrobenzyl) Ammonio) Acetat) bei dem 
eine Benzol Gruppe anstatt einer Methylgruppe vorhanden war in B. subtilis gezeigt (Cosquer 
et al., 2004). 
4.2 Evolution des OpuB Transporters 
Der OpuC Transporter aus B. subtilis ist ein bemerkenswerter Importer für Osmolyte, denn 
das Substratspektrum für kompatible Solute, die transportiert werden, ist extrem breit (Kempf 
and Bremer, 1995; Kappes et al., 1996; Kappes and Bremer, 1998; Nau-Wagner et al., 1999; 
Bremer, 2002; Hoffmann and Bremer, 2011, Bashir et al., 2014a,b). Kappes et al., 1999 
konnte über Sequenzvergleiche eine nahe Verwandtschaft von OpuC zum OpuB Transporter 
feststellen (69 - 85 % der Transporterkomponenten sind homolog). Im Gegensatz zum OpuC 
Transporter vermittelt der OpuB Transporter ausschließlich den Transport von Cholin und 
Cholin Derivaten (z. B. Arsenocholin). Obwohl die beiden Transporter große Homologien in 
Diskussion	   	   100	  
ihren Sequenzen aufweisen, unterscheiden sie sich erheblich in ihrem Substratprofil (siehe 
Abbildung 8). Die beiden entsprechenden Operons liegen im B. subtilis Genom in 
unmittelbarer Nachbarschaft und sind vermutlich aus einer Gendublikation entstanden 
(Kappes et al., 1999). Zwischen den opuB und opuC Operons liegen Kannibalismus Gene 
(Ellermeier et al., 2006). Genduplikationen sind wesentliche Antriebsfedern der Evolution, 
wodurch funktionell neue Gene entstehen können (Long and Langley, 1993; Chen et al., 
1997; Thomson et al., 2000). Mit dem Erwerb neuer Gene können sich Organismen an 
ändernde Umweltbedingungen anpassen und neu erworbende Gene können sich so im Laufe 
der Evolution etablieren (Nam et al., 2011; Shou et al., 2011). Bei Pflanzen kommen solche 
Ereignisse von Gendublikationen und Genamplifikationen sehr häufig vor. Bei Dhaliwal et 
al., 2014 wurden Orthologien bei dem Auxin Transporter ABCB1 zwischen 
Monokotyledonen (Einkeimblättrige Pflanzen) und Dikotyledonen (Zweikeimblättrige 
Pflanzen) identifiziert. Der Transporter ist für die Auxin Akkumulation verantwortlich, der 
ein wichtiger Wachstumsfaktor bei Pflanzen darstellt (Noh et al., 2001; Geisler et al., 2005). 
Die Entstehung neuer Eigenschaften von Enzymen in Lebensgemeinschaften konnte auch bei 
Pseudomonas putida beobachtet werden (de las Heras and de Lorenzo, 2011; Galvão et al., 
2007). Aminosäure Änderungen im XylR Regulator ändert seine Spezifität für das natürlich 
vorkommende m-Xylol zum Xenobiotikum 2,4-Dinitrotoluol, das nicht natürlicherweise in 
Ökosystemen vorkommt. Mit phylogenetischen Analysen nah verwandter Gene besteht die 
Möglichkeit, Verwandtschaftsbeziehungen von Proteinen innerhalb unterschiedlicher Spezies 
herauszufinden. Bei α- und β-Proteobakterien konnte mit diesen Methoden der evolutionäre 
Ursprung zweier Gene (nodI und nodJ Gen) für die Stickstofffixierung aufgedeckt werden 
(van Rhijin and Vanderleyden, 1995; Suominen et al., 2001; Aoki et al., 2013).  
4.2.1 Architektur des extrazellulären OpuBC Proteins 
Obwohl der OpuB Transporter eine nahe Verwandtschaft zum OpuC Transporter zeigt, ist 
sein Transportspektrum nur auf Cholin beschränkt. Ein Transport wird erst durch die Bindung 
des Substrates an das extrazelluläre SBP ermöglicht. Bei dem extrazellulären Rezeptor 
Protein OpuBC bilden zwei Proteinen Domänen (Domäne I und Domäne II) eine tiefe Kluft. 
Hier befindet sich die aromatische Bindungstasche, die typisch für SBP ist (Berntsson et al., 
2010).  
Eine Mutagenese der aromatischen Aminosäuren, die den „aromatischen Cage" bilden, führte 
in vorangegangenen Arbeiten zu einer dramatischen Verschlechterung der Bindung des 
Substrates beim SPB OpuAC in B. subtilis, bei AfProX aus Archaeoglobus fulgidus und bei 
EhuB bei Sinorhizobium meliloti (Hanekop et al., 2007; Smits et al., 2008; Tschapek et al., 
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2011). Smits  et al., 2008 für das OpuAC Protein, Pittelkov et al., 2011für das OpuBC Protein 
und Du et al., 2011 für das OpuCC Protein bei B. subtilis konnten zeigen, das auch eine 
Mutagense weiterer Aminosäuren die Bindungsaffinitäten der Substrate zum SBP 
verschlechterten bzw. keine Bindung mehr erlaubten.   
Das  extrazelluläre OpuBC Protein bindet nur Cholin und Cholin Derivate. Während die 
Trimethylammoniumgruppe des Cholin ebenfalls über Kationen π-Interaktionen im 
„aromatischen Cage“ (Tyr71, Tyr117, Tyr197 und Tyr221) stabilisiert wird, interagiert die 
gegenüberliegende Hydroxylgruppe direkt mit der Aminosäure Gln19. Ein Wassernetzwerk 
über die Aminosäuren Asp74, Tyr117 und Leu155 stabilisiert Cholin indirekt und macht die 
Bindungstasche sehr unflexibel und starr (siehe Abbildung 10 B) (Pittelkov et al., 2011). Die 
Kristallstrukturen der SBP OpuBC und OpuCC zeigten bei ihrer Bindung mit den Liganden, 
dass neben der Koordination der Trimethylammoniumkopfgruppe in der aromatischen 
Bindetasche auch die Aminosäure an Position 74 einen wichtigen Beitrag zur Bindung und 
Stabilisierung der Liganden in den Proteinen leistet (siehe Abbildung 25) (Pittelkov et al., 
2011; Du et al., 2011). In OpuBC ist die Aminosäure Asp74 an der Bildung des 
Wassernetzwerkes beteiligt, während die strukturell entsprechende Aminosäure (Thr74) im 
OpuCC Protein an der Bindung für Glycin Betain beteiligt ist. Die starke negative Ladung des 
Asp74 in OpuBC könnte die negativ geladenen Carboxylgruppen im Glycin Betain abstoßen. 
Die Aminosäure Threonin in der OpuCC Bindetasche dagegen stößt keine negativen 
Ladungen ab und erlaubt daher wohl die Bindung der Substrate mit Carboxylgruppen in der 
Bindungstasche, auch wenn die Aminosäure keine direkte Interaktion zu den Substraten 
ausbildet (Du et al., 2011). Es konnte also vorhergesagt werden, dass die Integrität der 
Substratbindung zu den extrazellulären SBP durch einzelne Aminosäuren determiniert wird 
und einzelne Mutationen die Bindung beeinflussen.  
Mit einer zielgerichteten Mutagenese wurde im OpuBC Protein die Aminosäure Asp74 in 
Thr74 mutiert und das rekombinante OpuBC Protein mit fünf kompatiblen Soluten für 
Kristallisationsstudien eingesetzt. Die Kristallstrukturanalysen des OpuBC (D74T) Proteins 
zeigten in Gegenwart aller fünf verwendeten kompatiblen Solute die typische Stabilisierung 
der positiv geladenen Kopfgruppen der Substrate über Kationen π-Interaktionen in den 
„aromatischen Cages". Eine besondere Stellung bei der Bindung der Substrate kam der 
Aminosäure Gln19 zu, denn an dieser Aminosäure fanden direkte oder indirekte Interaktionen 
mit den Substraten statt und ermöglichten erst eine Bindung (siehe Abbildung 31). Die 
Aminosäure Gln19 war bereits an der Bindung von Cholin im Wildtyp OpuBC beteiligt und 
ebenso bei der Bindung von Glycin Betain und Carnitin an das OpuCC Protein (siehe 
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Abbildung 10 und 25) (Pittelkov et al., 2011, Du et al., 2011). Obwohl die mutierte 
Aminosäure Thr74 im OpuBC (D74T) Protein nicht direkt an den Bindungen beteiligt war, 
sorgte der Austausch der Aminosäure Asp74 (Wiltdtyp OpuBC) gegen Thr74 für ein 
Aufbrechen des starren und unflexiblen Wassernetzwerkes im mutierten OpuBC (D74T) 
Protein. Zusätzlich war auch nicht mehr die negative Ladung der Asparaginsäure  vorhanden, 
die vermutlich eine Bindung der kompatiblen Solute in der Bindungstasche verhindert hatte. 
Diese beiden Ereignisse durch den Austausch der Aminosäure haben für eine Erweiterung des 
Substratspektrums des OpuB Transporters hin zu dem des OpuC Transporters gesorgt. 
4.2.2 Akkumulation von kompatiblen Soluten in Stämmen mit mutiertem 
OpuB bzw. OpuC Transporter 
Mit dem Austausch einer einzigen Aminosäure im extrazellulären OpuBC Protein konnte das 
OpuB Transportsystem zu einem OpuC Transportsystem evolviert werden, das jetzt ein 
breites Substratprofil besitzt (siehe Abbildung 28). Durch Aufnahmeexperimenten mit 
radioaktiv markierten kompatiblen Soluten in B. subtilis Stämmen, die nur das evolvierte 
OpuB Transportsystem besitzen, wurden dessen kinetischen Bindeeigenschaften des 
mutierten OpuBC Bindeproteins für fünf kompatible Solute für das mutierte OpuB 
Transportsystem beschrieben (siehe Tabelle 10). Die Affinität des Transporters mit mutierten 
OpuBC für Cholin hat sich im Vergleich zum Wildtyp OpuB erheblich verringert. Ebenso war 
die Transportkapazität (Vmax) des Systems für alle untersuchten kompatiblen Solute, im 
Vergleich zum OpuC Transporter, vermindert. Was besonders auffiel war, dass die 
Substrataffinitäten des Transporters in vivo (Km/Ki) verschieden zu den Substrataffinitäten 
(Kd) des isolierten Bindeproteins waren. Die Bindung an das extrazelluläre SBP determiniert 
üblicherweise die Transportaffinität des Substrates (Berntsson et al., 2010; Eitinger et al., 
2011; Gouridis et al., 2014). Die höheren Kd Werte könnten zum einen daraus resultieren, 
dass das isolierte OpuBC Protein bei der Fluoreszenzspektroskopie in vitro nicht optimal 
gefaltet war. Eine Veränderung der experimentellen Bedingungen, wie die 
Pufferzusammensetzung oder die Temperatur, könnten die Aufrechterhaltung der nativen 
Konformation des Proteins positiv beeinflussen. Daneben besteht die Möglichkeit andere 
Expressionssysteme (z. B. Bacillus megaterium oder Saccharomyces cerevisiae) für die 
Proteinproduktion zu nutzen (Buckholz et al., 1991; Hueck et al., 1995; Malten et al., 2006; 
Liu et al., 2012) oder alternative Messmethoden für die Bindungsaffinitäten zu benutzen (ITC 
oder Biacore). Des weiteren könnte das rekombinante OpuBC Protein bei den in vitro 
Experimenten ständig zwischen seiner offenen und geschlossenen Konformation switchen. 
Solche Konformationsänderungen wurden beim SBP ChoX von Sinorhizobium meliloti 
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(Oswald et al., 2009) und AfProX in Archaeoglobus fulgidus (Tschapek et al., 2011) 
beobachtet. Berntsson et al., 2010 postulieren, dass die SBP vier Strukturen einnehmen und 
dynamisch gewechselt werden können (1. offen ohne Ligand, 2. offen mit Ligand, 3. 
geschlossen ohne Ligand und 4. geschlossen mit Ligand).  
Die Stabilität des SBP könnte darüberhinaus auch von der Anwesenheit des gesamten 
Transporters abhängen. Ähnlich gravierende Unterschiede zwischen den Bindeparametern des 
Transportsystems in vivo und dem isolierten Bindeprotein konnte ich auch für das OpuC 
Transportsystem beobachten. Bei Du et al., 2011 konnten beim mutierten rekombinanten 
OpuCC (T74D) Protein in Tyrosinfluoreszenz spektroskopischen Untersuchungen keine 
Bindungen mehr von kompatiblen Soluten gezeigt werden (außer Cholin). Meine in vivo 
Experimente in B. subtilis Stämmen mit dem OpuC Transportsystem (OpuCC T74D) zeigten 
dagegen Transport von kompatiblen Soluten (siehe Abbildung 33 und 34). Die kinetischen 
Parameter für den OpuC Transporter (OpuCC T74D) zeigten keine Veränderung in der 
Affinität zu Cholin, während die Affinitäten von Glycin Betain und Carnitin sich 
verschlechterten (siehe Abbildung 34). Man kann daraus folgern, dass in vitro Messungen mit 
isolierten SBP´s relativ die Affinitäten verschiedener Substrate zum Bindeprotein 
widerspiegeln, aber nur begrenzt Schlüsse auf die Transportaffinitäten in vivo zulassen. 
Lange Zeit standen keine hochauflösenden Strukturen kompletter ABC Transporter zur 
Verfügung. Mit der Aufklärung der Struktur des Maltose Transporters (MalFGK2) aus E. 
coli, dem Vitamin B12 Transporter aus E. coli, dem Metall Transporter HI1470/71 aus 
Haemophilus influenzae und dem Molybdat Transporter MsbA aus Archaeoglobus fulgidus 
konnten allgemeine Transportmechanismen bei Importern studiert werden (Locher et al., 
2002; Oldham et al., 2007; Pinkett et al., 2007; Hollenstein et al., 2007; Eitinger et al., 2011, 
Oldham et al., 2013; Gouridis et al., 2014; ter Beek et al., 2014). Allgemein wird der 
Transportvorgang durch das „Alternating Access“ Modell beschrieben (Borbat et al., 2007; 
Hollenstein et al., 2007; Oldham et al., 2007). Dieser Mechanismus besteht aus dem 
Wechselspiel von offenen und geschlossenen Konformationen der SBP, TMD´s und der 
NBD´s im Zusammenspiel mit der Bindung eines Substrates und dem Transport des 
Substrates in das Zellinnere. In folgender Abbildung wurde der Transportvorgang der Opu 
Transporter in B. subtilis schematisch dargestellt.  
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Abbildung 36: Schematische Übersicht über den Transportvorgang kompatibler Solute bei B. subtilis. Das 
Substrat im Außenmedium wird von den SBP gebunden (Links). Das SBP bringt das Substrat zu den TMD´s. 
Bindet ATP an die NBD´s führt das zu einem Konformationswechsel der TMD´s. Der Kanal für den Transport 
des Substrates steht zur Verfügung und das Substrat wird ins Zytoplasma transportiert (Mitte). Nachdem ATP 
hydrolisiert wurde, löst sich das ADP + Pi von den NBD´s und der Transporter geht wieder in die geschlossene 
Konformation über (Rechts). Modifiziert nach Oldham et al., 2007; Eitinger et al., 2011 und Oldham et al., 
2013.  
Das Substrat wird vom extrazellulären SBP gebunden (Links) und von dem SBP zu den 
TMD´s gebracht, indem das SBP aufdockt. ATP bindet an die NBP´s und sorgt für einen 
Konformationswechsel der TMD´s, die nun einen offenen Kanal für das Substrat bilden 
(Mitte). Für den Transportvorgang wird ATP zu ADP + Pi hydrolisiert. Die Stöchiometrie des 
Transportvorganges ist noch nicht eindeutig geklärt. In in vitro Experimenten mit dem OpuA 
Glycin/Betain Transporter von Lactococcus lactis wurden für ein Transport eines 
Substratmoleküls zwei Moleküle ATP verbraucht (Patzlaff et al., 2003). Nachdem das 
Substrat durch den entstandenen Kanal in das Zytoplasma transportiert wurde, löst sich ADP 
von den NBP´s und die TMD´s nehmen wieder ihre geschlossene Konformation ein (Rechts). 
Der Transport von Substraten hängt nicht nur alleine vom SBP ab. Beim Maltose Transporter 
in E. coli und beim Histidin Transporter in Salmonella typhimurium wurden Mutanten 
identifiziert, die ihre Substrate in der Abwesenheit des extrazellulären SBP aufnehmen 
konnten (Speiser and Ames, 1991; Covitz et al., 1994). Im MalFGK2 Transporter wurden 
Punktmutationen in den Transmembranproteinen MalF und MalG ermittelt, die zu einer 
Bindungsstelle für Maltose in der Pore geführt hatte. Der daraus entstandene Phänotyp 
zeichnete sich durch eine spontane Erhöhung der ATPase Aktivität aus. Das Maltose-
Bindeprotein inhibierte diese Mutation, in dem sie den Zugang zur Bindungsstelle in den 
Transmembranproteinen blockierte  (Dean et al., 1992; Covitz et al., 1994). Diese Befunde 
zeigen deutlich die Interaktion und gegenseitige Beeinflussung der Transporterkomponenten. 
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Untersucht man Transportvorgänge bei ABC Transporter, darf nicht nur alleine die Bindung 
der Substrate an das SBP betrachtet werden. Für eine Erfassung der Dynamik des Transportes 
müssen alle Transporterkomponenten miteinbezogen werden.  
4.2.3 Taxonomische Verbreitung der OpuB und OpuC Transporter 
Durch den Aminosäureaustausch von Asp74 in Thr74 im OpuBC Protein wurde dessen 
Substratspektrum erweitert. Dies zeigt, dass die Aminosäureposition 74 festlegen kann, ob es 
sich bei dem Transportsystem um ein „breites“ oder „enges“ System handelt. Eine BLASP-P 
Sequenz Analyse der extrazellulären OpuBC und OpuCC Proteine von 84 Bacillus Stämmen 
(Genome komplett sequenziert) (siehe Anhang) hat gezeigt, dass bei einem OpuB 
Transportertyp immer eine Asparaginsäure und beim OpuC Transportertyp immer ein 
Threonin an der Position 74 sitzt, diese Aminosäuren sind an dieser Position bei den 
Transportern hochkonserviert. Die Projektion der Sequenzanalysen auf einen 16s rRNA 
Stammbaum der Bacillus Spezies (siehe Abbildung 35) haben offenbart, dass nur in wenigen 
Arten der OpuB Transporter aus einer Genduplikation des OpuC Transporters entstanden ist. 
Bei vier Bacillus Arten (B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus 1942, B. sp. JS und B. subtilis) 
hat sich im Laufe der Evolution aus dem breiten Substratspektrum des OpuC Transporters der 
hochspezifische OpuB Transporter entwickelt, der in diesen Stämmen nun zusammen mit 
einem OpuC System vorkommt. Der überwiegende Anteil der untersuchten Bacillus Stämme 
besitzt ein OpuC Transportertyp und ist vermutlich damit in der Lage eine Vielzahl von 
kompatiblen Soluten zu akkumulieren. Der OpuB Transporter könnte als Anpassung an den 
Lebensraum Erdboden entstanden sein. Cholin ist eine wichtige Komponente in 
eukaryontischen Zellmembranen und gelangt hauptsächlich durch verwittertes 
Pflanzenmaterial in die Umwelt (Kortstee, 1970; Boch et al., 1994). Mikroorganismen sind in 
der Lage durch hydrolytische Enzyme das Cholin freizusetzen. Daher ist die Verfügbarkeit 
von Cholin im Erdboden sehr variabel und es sind hochaffine Transportsysteme notwendig, 
um Cholin akkumulieren zu können, was der OpuB Transporter bewerkstelligen kann. 
4.3 Ausblick 
In den letzten Jahren wurden die protektiven Eigenschaften vieler unterschiedlicher 
kompatibler Solute im Modellorganismus B. subtilis nachgewiesen. B. subtilis eignet sich 
besonders gut für die Erforschung bei der Wirkungsweise kompatibler Solute, denn viele 
pathogene Mikroorganismen wie z. B. B. cereus, Listeria monocytogenes oder 
Staphylococcus aureus nutzen ebenfalls kompatible Solute, um in ihrer Umwelt zu überleben. 
Im menschlichen Blutplasma liegen Betaine in einer Konzentration von 20 bis 75 µmol/L vor 
Diskussion	   	   106	  
(Lever and Slow, 2010), die von pathogenen Mikroorganismen genutzt werden können. Diese 
Bakterien zu kultivieren erfordert besondere Sicherheitsmaßnahmen, während mit B. subtilis 
in gentechnischen Laboren der Sicherheitsstufe I gearbeitet werden darf.  
In dieser Arbeit wurde DMSP als weiteres effektives Osmoprotektivum bei B. subtilis 
identifiziert, das ein nahezu identisches Protektionsmuster wie Glycin Betain aufweist. Unter 
Laborbedingungen wird für B. subtilis nur ein kompatibles Solute in das Wachstumsmedium 
hinzugegeben. In der Umwelt liegen zahlreiche kompatible Solute in unterschiedlichen 
Konzentration vor und können von B. subtilis akkumuliert werden. Wie sehen die 
intrazellulären Konzentrationen aus, wenn mehrere kompatible Solute akkumuliert werden 
können und wie wirkt sich diese Anhäufung von kompatiblen Soluten auf die Osmostress 
adaptive Prolinbiosynthese aus, dies sind Fragen, die in näherer Zeit angegangen werden 
sollten. Durch Analyseverfahren, wie z. B. Konzentrationsbestimmungen mit HPLC, könnten 
die intrazellulären Konzentrationen einer Mixtur verschiedener kompatibler Solute bestimmt 
werden.  
Kompatible Solute besitzen alle eine ähnliche chemische Struktur und in dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass teils umfangreiche Modifizierungen, wie bei den synthetischen DMSP 
Derivaten, dennoch zu einer Akkumulation der Substanzen führen. Als besonders potent hat 
sich der ABC Transporter OpuC bei B. subtilis für die Aufnahme der Substanzen 
herausgestellt. Durch eine Mutagenese wurde der OpuB Transporter zu einem OpuC 
ähnlichen Transporter evolviert, wodurch das Substratspektrum erweitert werden konnte. 
Detailierte Studien der Transportermutante, bioinformatische Analysen und 
Kristallisationsexperimente offenbarten die Flexibilität von ABC Transportern. Dabei stellte 
sich heraus, dass nicht nur alleine die Fähigkeit der SBP für die Erkennung der Substrate 
entscheidend ist, sondern alle Transporterkomponenten im Komplex zusammenarbeiten, um 
einen Transport zu ermöglichen. Dabei spielen insbesondere das Andocken der 
extrazellulären SBP an die TMD´s und die Affinitäten der TMD´s für verschiedenen Substrate 
eine wichtige Rolle. Wie durch die Mutagenese Versuche gezeigt wurde, können alle 
kompatiblen Solute vom OpuBC (D74T) Protein gebunden werden, aber der 
Transportvorgang ist für diese kompatiblen Solute nicht optimal. Mit der Aminosäure Gln19 
und mit der Aminosäure an der Position 74 sind wichtige Aminosäuren für die Bindung 
identifiziert worden. Alle diese Ergebnisse sollten auf den Transport im Komplex ausgeweitet 
werden. Dazu könnten weitere Mutagenese Experimente durchgeführt werden und genetische 
Verfahren genutzt werden, um Mutationen aufzudecken, die einen verbesserten Transport 
ermöglichen. Interessant dabei sind die Bereiche an denen das SBP mit dem TMD´s in 
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Kontakt treten und die Poren-formenden Bereiche der TMDs selbst, die eventuell eigene 
Bindungsstellen enthalten.  
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6. Anhang 
Tabelle 11: Bioinformatische Analyse über die Verteilung des OpuA und OpuC Transporters in Bacillus. 
Bacillus	  Stamm	   	   	   	   	   	   	   OpuA	  	  	   OpuC	  
Bacillus	  amyloliquefaciens	  Campbell F, DSM 7          X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  CAU-B946        X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  CC178            X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  EGD-AQ14         X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  IT-45          X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  LFB112         X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  LL3          X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  subsp. plantarum	  AS43.3       X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  subsp. plantarum	  FZB42       X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  subsp. plantarum	  UCMB5033      X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  subsp. plantarum	  UCMB5113      X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  subsp. plantarum	  YAU B9601-Y2         X     X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  SQR9            X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  TA208            X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  TrigoCor1448          X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  UCMB5036         X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  XH7          X      X 
Bacillus	  amyloliquefaciens	  Y2          X      X 
Bacillus	  anthracis	  A0248           X      X 
Bacillus	  anthracis	  A16           X       X 
Bacillus	  anthracis	  A16R           X      X 
Bacillus	  anthracis	  Ames	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  anthracis	  Ames	  Ancestor	  A2084	  	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  anthracis	  CDC	  684	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  anthracis	  CI	  	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  anthracis	  H9401	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  anthracis	  Sterne	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  anthracis	  SVA11	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
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Fortsetzung	  Tabelle	  
Bacillus	  Stamm	   	   	   	   	   	   	   OpuA	  	  	   OpuC	  
Bacillus	  atrophaeus	  1942	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  cellulosilyticus	  N-­4,	  DSM	  2522	  	   	   	   	   	  	  	  	  X 
Bacillus	  cereus	  03BB102	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  cereus	  AH187	  (F4810/72)	  	  	   	   	   	  	   	  	  	  X      X 
Bacillus	  cereus	  AH820	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  cereus	  ATCC	  10987	  	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  X     X 
Bacillus	  cereus	  ATCC	  14579	  	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  cereus	  B4264	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  cereus	  subsp. cytotoxis	  NVH	  391-­98	  	   	   	   	  	  	  	  X 
Bacillus	  cereus	  E33L	  (ZK)	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  cereus	  F837/76	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  cereus	  FRI-35           X      X 
Bacillus	  cereus	  G9842           X      X 
Bacillus	  cereus	  NC7401           X      X 
Bacillus	  cereus	  Q1            X      X 
Bacillus	  clausii	  KSM-K16           X      X 
Bacillus	  coagulans	  2-6           X 
Bacillus	  coagulans	  36D1           X 
Bacillus	  infantis	  NRRL B-14911         X     X 
Bacillus	  licheniformis	  9945A          X      X 
Bacillus	  licheniformis	  DSM 13 Goettingen         X      X 
Bacillus	  licheniformis	  DSM 13 Novozymes        X      X 
Bacillus	  megaterium	  DSM 319          X      X 
Bacillus	  megaterium	  QM B1551          X      X 
Bacillus	  megaterium	  WSH-002          X      X 
Bacillus	  pseudofirmus	  OF4            X 
Bacillus	  pumilus	  B6033           X      X 
Bacillus	  pumilus	  SAFR-032           X      X 
Bacillus	  selenitireducens	  MLS10          X      X 
Bacillus	  sp. 1NLA3E            X 
Bacillus	  sp. JS            X      X 	   	   	   	   	   	   	   	   Fortsetzung	  andere	  Seite 
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Fortsetzung	  Tabelle	  
Bacillus	  Stamm	   	   	   	   	   	   	   OpuA	  	  	   OpuC	  
Bacillus	  subtilis	  BEST7003          X      X 
Bacillus	  subtilis	  BEST7613           X      X 
Bacillus	  subtilis BSn5          X      X 
Bacillus	  subtilis	  natto BEST195          X      X 
Bacillus	  subtilis	  PY79           X      X 
Bacillus	  subtilis	  QB928           X      X 
Bacillus	  subtilis	  subsp. spizizenii	  TU-B-10, DSM 15029       X      X 
Bacillus	  subtilis	  subsp. spizizenii	  W23         X      X 
Bacillus	  subtilis	  subsp. subtilis	  168	  	  	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  subtilis	  subsp. subtilis	  6051-­HGW	  	  	   	   	   	  	  	  	  X        X 
Bacillus	  subtilis	  subsp. subtilis	  BAB-­1	  	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  subtilis	  subsp. subtilis	  BSP1	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  subtilis	  subsp. subtilis	  RO-­NN-­1	  	   	   	   	  	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  subtilis	  XF-­1	  	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  Al	  Hakam	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  BMB171	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  Bt407	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  HD-789          X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  HD-­771	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  MC28          X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  sv chinensis	  CT-43         X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  sv konkukian	  97-27         X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  sv. finitimus	  YBT-020        X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  sv. kurstaki	  HD73         X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  sv. kurstaki	  YBT-1520        X      X 
Bacillus	  thuringiensis	  sv. thuringiensis	  IS5056        X      X 
Bacillus	  thuringiensis YBT-1518          X      X 
Bacillus	  toyonensis	  BCT-7112          X      X 
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Tabelle 12: Alignment der OpuBC und OpuCC Proteine bei Bacillus. 
Bacillus_amyloliquefaciens_Campbell_DSM_7_BC              --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSDLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_DSM_7_CC                       --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSITESEIIANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_BC                    --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTSVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_CC                    --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_BC                       --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_CC                       --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMIAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_BC                    --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTSVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_CC                    --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMIAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_BC                       --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTSVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_CC                       --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEILANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_BC                      --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTSVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_CC                      --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEILANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_BC                         --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_CC                         --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSITESEIIANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_BC            --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_CC            --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMIAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_BC             --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_CC             --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMIAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_BC          --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_CC          --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_BC          --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_CC          --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2         --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTSVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2_BC      --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMIAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_BC                       --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_CC                       --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSITESEIIANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_BC                    --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTSVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_CC                    --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMIAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_BC                         --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTTVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_CC                         --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSITESEIIANMLAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_BC                          --CSLPGLSAASEDTIKIGAQSMTESEIIASMLGQMIEHHSGLKTSVIKNLGSNAVQQQS 58 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_CC                          --CSLPGLSGASDDTIKIGAQSMTESEIIANMIAQMIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_anthracis_A0248                                  -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_anthracis_A16                                    -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_anthracis_A16R                                   -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_anthracis_Ames_Ancestor_A2084                    -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_anthracis_CDC_684                                -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_anthracis_H9401                                  -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_anthracis_Sterne                                 -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_anthacis_Vollum                                  -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_atrophaeus_1942_BC                               --CSLPGLSAASDQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHNTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_atrophaeus_1942_CC                               --CSLPGLSGASDQTIKIGAQSITESEILANIIAQLIEHNTDLNTALIKNLGSNYVQQQA 58 
Bacillus_cereus_03BB102                                   -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_AH187                                     -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTSFVFEA 59 
Bacillus_cereus_AH820                                     -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILVQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_ATCC_10987                                -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_B4264                                     -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_bv.anthracis_CI                           -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_E33L                                      -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILVQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_F837/76                                   -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_FRI-35                                    -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_G9842                                     -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_cereus_NC7401                                    -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTSFVFEA 59 
Bacillus_cereus_Q1                                        -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTSFVFEA 59 
Bacillus_clausii_KSM-K16_BC                               -PIASFIQ--SDEPDLVIGGKLGPEPPILANMYKHLIEQDTDLTVEVVAPLGETSVNFNA 57 
Bacillus_clausii_KSM-K16_CC                               --CSLPGLSGPSQQTIRIGTMVTSESEILGQIVALLIEEETDLQTELITKLGSSVVQHQA 58 
Bacillus_coagulans_2-6                                    SLVAPNLLHKDGQKTIVIAGKLGSEPEILDNMYKLLIEENTDLKVKLKTGLGDTTFVFNA 60 
Bacillus_coagulans_2-6_1                                  --CTLPGLSAADSQSVKIGMTNSTETQIIGYMEKDMIEHYTDIKVDMVNNLGSSIVLHKA 58 
Bacillus_coagulans_36D1                                   --CTLPGLSAADSQSVKIGMTNSTETQIIGYMEKDMIEHYTNIKVDMVNNLGSSIVLHKA 58 
Bacillus_coagulans_36D1_1                                 SLVAPNLLHKDGQKTIVIAGKLGSEPEILDNMYKLLIEENTDLKVKLKTGLGDTTFVFNA 60 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911                            LALFFGLRGGNEEDTIVLGGKRWTEQYILPHILSEYIKDQTDYNVRVQEGLGDTPILTQA 60 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911_1                          -IMVLPFVSGKGEKDLVIAGKLGSEPEILINMYKLLIEEETDMSVELQPGLGKTSFVFNA 59 
Bacillus_licheniformis_9945A_CC                           --CALPGLGGASDKTIKIGAQNLTESEILANMISLLIEHDTDLNTVLVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_licheniformis_DSM_13_Goettingen                  --CALPGLGGASDKTIKIGAQNLTESEILANMISLLIEHDTDLNTVLVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_megaterium_DSM319                                -LVSPFAAMSATKPDLVIGGKIGAEQDILINMYKELIEDQTDMKVNLRSSLGKTVFVFEA 59 
Bacillus_megaterium_QM_B1551                              -LVSPFAAMSATKPDLVIGGKIGAEQDILINMYKELIEDQTDMKVNLRSSLGKTVFVFEA 59 
Bacillus_megaterium_WSH-002                               -LVSPFAAMSATKPDLVIGGKIGAEQDILINMYKELIEDQTDMKVNLRSSLGKTVFVFEA 59 
Bacillus_methanolicus_MGA3                                -FMVLPLLLGEEKKDIVIAGKLGSEPEILINMYKLLIEENTDLHVELKPGFGKTSFVFNA 59 
Bacillus_pseudofirmus_OF4                                 -PIVSSQGGGDAGTILTVGGKEGAEPIIIGNMYKLLIEDQTDMTVDVQGNLGGTDFVYNA 59 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_CC                              --CSLPGLAGSSGNTLRVGAQNFTESEIMAYMVSDIIEHYTDKKTTIVKNLGSNTVQQKA 58 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_Permease                        -IVAGPSLFQQEKKEITIGGKLGSEPEILISMYKLLIEQDTDIQVNLKPGLGKTSFVFQA 59 
Bacillus_selenitireducens_MLS10                           TVFQAFQFSDDGPDEIVIAGKLGAEPEIIINMYKLLIEAETDYEVVLEDGFGTTDFTFEA 60 
Bacillus_sp._1NLA3E                                       --TITIFSQVKAKDKIVIGSKNFSEQLILGNMLADLIENKTDIEVERKLNLGGSQVAFSA 58 
Bacillus_sp._JS_BC                                        --CSLPGLSAAPDQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_sp._JS_CC                                        --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_sp._X1(2014)_Permease                            ---------AKADDKIVIGSKNFSEQLILGNILADLIEYKTDIKVEKKLNLGGSQVTFNA 51 
Bacillus_subtilis_BEST7003_BC                             --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_BEST7003_CC                             --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_BSn5_BC                                 --CSLPGLSAAADQIIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_BSn5_CC                                 --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_BC                 --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_CC                 --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEILANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_PY79_BC                                 --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_PY79_CC                                 --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_QB928_BC                                --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_QB928_CC                                --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_BC         --CSLPGLSAASDQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_CC         --CALPGLGGASDETIKIGAQSMTESEILANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_BC           --CSLPGLSAASDQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_CC           --CSLPGLGGASDETIKIGAQSMTESEILANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_BC             --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_CC             --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_BC                    --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_CC                    --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_BC                       --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_CC                       --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_BC                        --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_CC                        --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_BC              --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_CC              --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_BC                     --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_CC                     --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEILANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_subtilis_XF-1_BC                                 --CSLPGLSAAADQTIKIGAQSMSESEIIASMLGQLIEHHTDLKTTTIKNLGSNAVQQQA 58 
Bacillus_subtilis_XF-1_CC                                 --CSLPGLGGASDDTIKIGAQSMTESEIVANMIAQLIEHDTDLNTALVKNLGSNYVQHQA 58 
Bacillus_thuringiensis_Al_Hakam                           -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_BMB171                             -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_Bt407                              -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLNVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_HD-771                             -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_HD-789                             -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_konkukian_sv_H34_97-27             -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_MC28                               -IIATPFLWNTQKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLQVELKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_sv_chinensis_CT-43                 -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLNVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_sv_finitimus_YBT-020               -MVASPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_sv._kurstaki_HD73                  -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLHVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_sv._thuringiensis_IS5056           -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLNVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_thuringiensis_YBT-1518                           -MIASPFLWSTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLNVQLKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_toyonensis_BCT-7112                              -MIATPFLWNTQKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLQVELKPGLGKTAFVFEA 59 
Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4                         -MIAAPFLWNTEKKDIVIAGKLGSEPEILIQMYKQLIEQDTDLQVELKPGLGKTAFVFEA 59 
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Bacillus_amyloliquefaciens_Campbell_DSM_7_BC              LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_DSM_7_CC                       MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_BC                    LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_CC                    MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_BC                       LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_CC                       MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_BC                    LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQSRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_CC                    MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALAIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_BC                       LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_CC                       MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_BC                      LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_CC                      MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_BC                         LQNGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFHSRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_CC                         MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_BC            LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_CC            MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_BC             LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_CC             MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_BC          LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_CC          MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_BC          LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_CC          MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2         LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2_BC      MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALAIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_BC                       LQNGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFHSRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_CC                       MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_BC                    LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_CC                    MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_BC                         LQNGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFHSRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_CC                         MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALSIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_BC                          LINGDIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALRLVQREFQNRYDMKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_CC                          MLGGEIDIAATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALAIVQKEFEKRFHYKWFDSYGFENT 116 
Bacillus_anthracis_A0248                                  LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_anthracis_A16                                    LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_anthracis_A16R                                   LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_anthracis_Ames_Ancestor_A2084                    LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_anthracis_CDC_684                                LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_anthracis_H9401                                  LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_anthracis_Sterne                                 LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_anthacis_Vollum                                  LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_atrophaeus_1942_BC                               LMSGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--DAEKDPEKALKLTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_atrophaeus_1942_CC                               MVGGDIDISATRYSGTDLTSTLGM--EAEKDPKKALDIVQKEFEKRFKYRWFDSYGFENT 116 
Bacillus_cereus_03BB102                                   LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_AH187                                     LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRNEVYEQARVGMEKKYSMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_AH820                                     LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_ATCC_10987                                LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEQKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_B4264                                     LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARIGMEKKYNMIMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_bv.anthracis_CI                           LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYKMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_E33L                                      LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARIGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_F837/76                                   LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_FRI-35                                    LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEQKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_G9842                                     LKSGEVDVY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGLEKKYNMIMLMPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_NC7401                                    LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRNEVYEQARVGMEKKYSMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_cereus_Q1                                        LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRNEVYEQARVGMEKKYSMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_clausii_KSM-K16_BC                               LRVGDIDLY-PEFTGTVLSDLLGTE-DFSYHEQTSYEQARDGLLAEYGDVLLEPMAFQNT 115 
Bacillus_clausii_KSM-K16_CC                               LVQGDLDITAARYTGTDLSAALGM--DPVTDRDEAMDIVKREFSERFDQTWFDSYGFENT 116 
Bacillus_coagulans_2-6                                    LQSKDIDLY-PEFSGTAIVNLLKEN-PVSTDSREVYAQAKEGMAKKYNMALLHPMKFNDT 118 
Bacillus_coagulans_2-6_1                                  MTSGQINISAVRYTGTDLSGALGM--EPVTDPKKALKIVKQQFEKRFHQTWFDSFGFANT 116 
Bacillus_coagulans_36D1                                   MTSGQINISAVRYTGTDLAGALGM--EPVTDPEKALKIVKQQFEKRFHQTWFDSFGFANT 116 
Bacillus_coagulans_36D1_1                                 LQSKDIDLY-PEFSGTAIVNMLKEN-PVSTDGKEVYAQAKAGMAKKYKMALLRPMKFNDT 118 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911                            LRKGDIDMY-VDYTGTGLLTIMKESYNPEDSPEDIYNKVKKGYSEEYQLEWMEPLGFQNT 119 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911_1                          LRSGDIDIY-PEFTGTAISEFLKET-AVSTDRQEVYEQARDGMSEEFELEMLEPMDYNNT 117 
Bacillus_licheniformis_9945A_CC                           MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGR--EAEKDPEKALHIVQQDFKKKFNYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_licheniformis_DSM_13_Goettingen                  MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGR--EAEKDPKKALRIVQQDFQKKFNYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_megaterium_DSM319                                LRNKEIDLY-PEYTGTAIVTHLKEQ-PDSKDETEVYKQAKEEFQKKFGLVYLDPMKFNNT 117 
Bacillus_megaterium_QM_B1551                              LRNKEIDLY-PEYTGTAIVTHLKEQ-PDSKDETEVYKQAKEGFQKKFGLVYLDPMKFNNT 117 
Bacillus_megaterium_WSH-002                               LRNKEIDLY-PEYTGTAIVTHLKEQ-PDSKDETEVYRQAKEGFQKKFGLVYLDPMKFNNT 117 
Bacillus_methanolicus_MGA3                                LKSGSIDIY-PEFTGTAISEFLKET-AVSTDRKEVYEQARKGMLKQFNMIMLEPMDYNNT 117 
Bacillus_pseudofirmus_OF4                                 LRVGDIDMY-LEFSGTVVGDLLNIE-DFSYDEREAYEQARDGIYEAEQLVFLEPMDYHNT 117 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_CC                              MENGDIDIAATRYTGTDLTSTLGM--DAEKDPERAMEIVQKEFKKRYDYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_Permease                        LRSGDIDIY-PEFTGTVISEFLKQT-AKSTDKEKVYEQARRGLESSFQLRLLEPMAYNNT 117 
Bacillus_selenitireducens_MLS10                           LRAGEIDGY-FEFTGTAIVNLLNEE-PVSNEERPAFEQARDGMYEAFGFVFLEPMAYQNT 118 
Bacillus_sp._1NLA3E                                       LNNGDIDLY-VEYTGTGLVNILNE--PPESDPDQVYDTVKQKFNQKYGIELLKPLGFNNT 115 
Bacillus_sp._JS_BC                                        LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--QPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_sp._JS_CC                                        MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_sp._X1(2014)_Permease                            LNTGNIDVY-VEYTGTALVNILNQ--PPKNNPDEVYDYVQKEFK-KDGIELLKPLGFNNT 107 
Bacillus_subtilis_BEST7003_BC                             LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_BEST7003_CC                             MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_BSn5_BC                                 LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--QPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_BSn5_CC                                 MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGR--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_BC                 LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALALTQREFKKRYNLKWYNSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_CC                 MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_PY79_BC                                 LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_PY79_CC                                 MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_QB928_BC                                LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_QB928_CC                                MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_BC         LMNGEIDIAATRYTGDALPGTLRM--EPEKDPEKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_CC         MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFKKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_BC           LMNREIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPEKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_CC           MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFKKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_BC             LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_CC             MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_BC                    LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_CC                    MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_BC                       LINGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--QPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_CC                       MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_BC                        LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_CC                        MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_BC              LMNGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--EPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_CC              MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_BC                     LMNDEIDIAATRYTGDALTGTLRM--QPEKDPDKALALTQRKFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_CC                     MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_XF-1_BC                                 LINGEIDIAATRYTGDALTGTLRM--QPEKDPDKALALTQREFKKRYDLKWYDSYGFDNT 116 
Bacillus_subtilis_XF-1_CC                                 MLGGDIDISATRYSGTDLTSTLGK--EAEKDPKKALNIVQNEFQKRFSYKWFDSYGFDNT 116 
Bacillus_thuringiensis_Al_Hakam                           LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_BMB171                             LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARIGMEKKYNMIMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_Bt407                              LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYDQARIGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_HD-771                             LKSGEVDVY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGLEKKYNMIMLMPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_HD-789                             LKSGEVDVY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGLEKKYNMIMLMPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_konkukian_sv_H34_97-27             LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_MC28                               LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNREEVYEQARVGMEKKYNMVMLNPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_sv_chinensis_CT-43                 LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYDQARIGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_sv_finitimus_YBT-020               LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARVGMEKKYSMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_sv._kurstaki_HD73                  LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARIGMEKKYNMIMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_sv._thuringiensis_IS5056           LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYDQARIGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_thuringiensis_YBT-1518                           LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYDQARIGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
Bacillus_toyonensis_BCT-7112                              LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNREEVYEQARVGMEKKYNMVMLNPMEYNNT 117 
Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4                         LKSGEVDIY-PEFSGTALSTFVKEE-PKSTNRDEVYEQARIGMEKKYNMVMLKPMEYNNT 117 
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Bacillus_amyloliquefaciens_Campbell_DSM_7_BC              YVFTVSGQLARKYHLETVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMAFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_DSM_7_CC                       YAFTVSKELAEKDHLDKVSDIKKYADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_BC                    YVFTVSGQLASKYHLETVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_CC                    YAFTVTKELAEKDNLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_BC                       YVFTVSGQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMNTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_CC                       YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_BC                    YVFTVSGQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_CC                    YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_BC                       YVFTVSGQLASKYHLETVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_CC                       YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_BC                      YVFTVSGQLASKYHLETVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_CC                      YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_BC                         YVFTVSKQLARKYHLETVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMAFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_CC                         YAFTVSKELAEKDHLDKVSDIKKYADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_BC            YVFTVSGQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMNTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_CC            YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_BC             YVFTVSGQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMNTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_CC             YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_BC          YVFTVSEQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMNTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_CC          YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_BC          YVFTVSGQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMNTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_CC          YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2         YVFTVSGQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2_BC      YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFIDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_BC                       YVFTVSKQLARKYHLETVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMAFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_CC                       YAFTVSKELAEKDHLDKVSDIKKYADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_BC                    YVFTVSGQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMNTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_CC                    YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_BC                         YVFTVSKQLARKYHLETVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMAFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_CC                         YAFTVSKELAEKDHLDKVSDIKKYADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFTDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_BC                          YVFTVSGQLARKYHLESVSDVKKEASHLKFGVDNYWMKLRGNGYQDFMKTYGMSFEGTYP 176 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_CC                          YAFTVTKELAEKDHLDKVSDIKKHADQFKLGVDNAWLKRKGDGYKGFIDTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_anthracis_A0248                                  YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_anthracis_A16                                    YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_anthracis_A16R                                   YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_anthracis_Ames_Ancestor_A2084                    YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_anthracis_CDC_684                                YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_anthracis_H9401                                  YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_anthracis_Sterne                                 YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_anthacis_Vollum                                  YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_atrophaeus_1942_BC                               YAFTVSKELADRYHLETVSDVKKQAADLKLGVDNYWMKRKGDGYEDFTKTYGMKFGGTFP 176 
Bacillus_atrophaeus_1942_CC                               YAFTVSKELAEKDHLNTVSDIKKNADKYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_cereus_03BB102                                   YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_AH187                                     YALAMPKKIADQKNISTISDLGNIAQDAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKIYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_AH820                                     YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_ATCC_10987                                YALAMPKKIADQNNISTISDLGKIAQNAKVGFTLEFADR-EDGYKGMRKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_B4264                                     YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_bv.anthracis_CI                           YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_E33L                                      YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_F837/76                                   YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_FRI-35                                    YALAMPKKIADQNNISTISDLGKIAQNAKVGFTLEFADR-EDGYKGMRKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_G9842                                     YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_NC7401                                    YALAMPKKIADQKNISTISDLGNIAQDAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKIYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_cereus_Q1                                        YALAMPKKIADQKNISTISDLGNIAQDAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKIYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_clausii_KSM-K16_BC                               YALAMPREQAEQLNIKKISDLSPYATKLHVGFSFEFMDR-QDGYLGFEEAYGFSFEHVTS 174 
Bacillus_clausii_KSM-K16_CC                               YALSVTEAFADEHGIETISDLEAFAPELRFGVDNSWVNRKGDGYQGFQESY-FAFGNVFP 175 
Bacillus_coagulans_2-6                                    YAIAVPQSFAKKYHLKKISDLVNVEQYVKAGFSPEFADI-KDGYPGLSKKYGLHFH-VVT 176 
Bacillus_coagulans_2-6_1                                  YAFTVTKSLADKDHLTKVSQLKPVAKDLRLGVDNSWLKRKGDGYDGFVKTYGFTFGNTYP 176 
Bacillus_coagulans_36D1                                   YAFTVTKSLADKDHLTKVSQLKPVAKDLRLGVDNSWLKRKGDGYDGFVKTYGFTFGKTYP 176 
Bacillus_coagulans_36D1_1                                 YAIAVPQSFAKKYHLKKISDLVKVEQDVKAGFTPEFADI-KDGYPGLSKKYGLHFH-VVT 176 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911                            YALAVNQETDSEYGAEKISDLSPVSSELRFGGPADFYER-EDGFTAFTETYNLDFSEKRT 178 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911_1                          YALAVPEELAAQYGLETISDVKAVQQNINPGFTLEFSDR-EDGYRGIQKLYGIEFPNVKT 176 
Bacillus_licheniformis_9945A_CC                           YAFTVTKELAEKGNYETISDLKKDADKLKLGVDNAWLKRKGDGYPGFKQEYGFSFGSTFP 176 
Bacillus_licheniformis_DSM_13_Goettingen                  YAFTVTKELAEKGNYETISDLKKDADQLKLGVDNAWLKRKGDGYPGFKQEYGFSFGSTFP 176 
Bacillus_megaterium_DSM319                                YTLTVTKEFAKENNLTTISDLANATDKVKAGFTLEFKDR-EDGYVGIQKEYGLTFPNIKT 176 
Bacillus_megaterium_QM_B1551                              YTLTVTKEFAKENNLTTISDLANATDKVKAGFTLEFKDR-EDGYVGIQKEYGLTFPNIKT 176 
Bacillus_megaterium_WSH-002                               YTLTVTKEFAKENNLTTVSDLANATDKVKAGFTLEFKDR-EDGYVGIQKEYGLTFPNIKT 176 
Bacillus_methanolicus_MGA3                                YALAVPQSTAEQYQLKSISDLKAVQQNIKAGFTLEFTDR-EDGYRGIQKLYDIHFKNVVT 176 
Bacillus_pseudofirmus_OF4                                 YAIAVTNEFAEESGVETISDLAPYQDELSAGFTFEFVDR-HDGYPGLQEKYGISFSSVQS 176 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_CC                              YAFAVTQKMAKENKLETVSDLKKNAKNYRFGVDNIWLKKKGDGYEGFVKTYGIEFGSTYP 176 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_Permease                        YALAVPQSLADQYDVSNISDLGKIKNRIKAGFTLEFSDR-QDGYRGIQKTYQFSFDDVVT 176 
Bacillus_selenitireducens_MLS10                           YAIAVTEEFAETHDLETIGDLRPIEDEITAAFTFEFIDR-DDGYPGIQDAYDLDFANVQG 177 
Bacillus_sp._1NLA3E                                       YAVAVRQETAKEYGLASISDLAKVSDGLIFGPTIEFSNR-EDGLIGLSKKYEMNFKEVKA 174 
Bacillus_sp._JS_BC                                        YVFTVSKKLADQYHLETVSDVKKQAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_sp._JS_CC                                        YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_sp._X1(2014)_Permease                            YTLAVRQDTAAQYGLETISDLAKVSNNLIMGPTIEFPNR-EDGLIGLSKTYNLNFKTVNP 166 
Bacillus_subtilis_BEST7003_BC                             YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_BEST7003_CC                             YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_BSn5_BC                                 YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_BSn5_CC                                 YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_BC                 YAFTVSRELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_CC                 YAFTVTKKFAENEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_PY79_BC                                 YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_PY79_CC                                 YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_QB928_BC                                YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_QB928_CC                                YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_BC         YAFTVSKELADQYHLENVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_CC         YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_BC           YAFTVSKKLADQYHLENVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLRGNGYQDFTKTYGMTFSGTYP 176 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_CC           YAFTVTKKFAEKEHIHTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_BC             YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_CC             YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_BC                    YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_CC                    YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_BC                       YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_CC                       YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_BC                        YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMKFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_CC                        YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_BC              YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_CC              YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_BC                     YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_CC                     YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_subtilis_XF-1_BC                                 YAFTVSKELADQYHLETVSDVKKWAPQLKLGVDNYWMKLKGNGYQDFTKTYGMTFGGTYP 176 
Bacillus_subtilis_XF-1_CC                                 YAFTVTKKFAEKEHINTVSDLKKNASQYKLGVDNAWLKRKGDGYKGFVSTYGFEFGTTYP 176 
Bacillus_thuringiensis_Al_Hakam                           YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_BMB171                             YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_Bt407                              YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-GDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_HD-771                             YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_HD-789                             YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_konkukian_sv_H34_97-27             YALAMPKKIADQNNINTISDLGNIAQDTKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_MC28                               YALAMPKKIADQKNINTISDLGNIAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFLNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_sv_chinensis_CT-43                 YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-GDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_sv_finitimus_YBT-020               YALAMPKKIADQNNINTISDLGKIAQDAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKIYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_sv._kurstaki_HD73                  YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_sv._thuringiensis_IS5056           YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADR-GDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_thuringiensis_YBT-1518                           YALAMPKKIADQKNINTISDLGNVAQEAKVGFTLEFADC-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
Bacillus_toyonensis_BCT-7112                              YALAMPKKIADQKNINTISDLGNIAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFLNVKT 176 
Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4                         YALAMPKKIADQNNINTISDLGKIAQEAKVGFTLEFADR-EDGYKGMQKLYNYKFSNVKT 176 
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Bacillus_amyloliquefaciens_Campbell_DSM_7_BC              MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDRVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_DSM_7_CC                       MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_BC                    MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDHVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_CC                    MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_BC                       MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDQVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_CC                       MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_BC                    MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKQFFPPYDCSPVVPDQVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_CC                    MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_BC                       MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDHVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_CC                       MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_BC                      MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDHVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_CC                      MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_BC                         MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDRVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_CC                         MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_BC            MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDQVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_CC            MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_BC             MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDQVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_CC             MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_BC          MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDQVLKEYP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_CC          MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_BC          MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDQVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_CC          MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2         MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDQVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2_BC      MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_BC                       MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDRVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_CC                       MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_BC                    MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDQVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_CC                    MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_BC                         MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDRVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_CC                         MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_BC                          MQIGLVYDALKSRKMDIALAYSTDGRIIAYGLKTLKDDKRFFPPYDCSPVVPDQVLKEHP 236 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_CC                          MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVIPDSVLKQHP 236 
Bacillus_anthracis_A0248                                  MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKALKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_anthracis_A16                                    MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKALKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_anthracis_A16R                                   MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKALKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_anthracis_Ames_Ancestor_A2084                    MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKALKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_anthracis_CDC_684                                MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKALKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_anthracis_H9401                                  MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKALKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_anthracis_Sterne                                 MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKALKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_anthacis_Vollum                                  MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKALKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_atrophaeus_1942_BC                               MQIGLVYDAVKNGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKILKDDKRFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_atrophaeus_1942_CC                               MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKQHP 236 
Bacillus_cereus_03BB102                                   MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_AH187                                     MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_AH820                                     MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_ATCC_10987                                MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_B4264                                     MEPKLRYSAIESGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_bv.anthracis_CI                           MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_E33L                                      MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_F837/76                                   MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_FRI-35                                    MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_G9842                                     MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_NC7401                                    MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_cereus_Q1                                        MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_clausii_KSM-K16_BC                               IDVSTRYQAIANESIEVSDVFSTDPQLVQYDMVVLEDDQSLFPPYQAAPLVSKKAIEEYP 234 
Bacillus_clausii_KSM-K16_CC                               MNVGLVYEANASGHMDVVLAYSSDGRIQEYNLKVLEDDRRFFPPYDASPVVRNEVLEQYP 235 
Bacillus_coagulans_2-6                                    MDPSVRYHAIQQGKVNLMNAYSTDGELQRYHLVVLEDDKHFFPPYQGSPLLRQETVDKYP 236 
Bacillus_coagulans_2-6_1                                  MELGLVYKAVKSGKADVVLAYSTDGRINAYNLVMLEDDKHFFPPYDASPVVRDDTLKQHP 236 
Bacillus_coagulans_36D1                                   MELGLVYKAVKSGKADVVLAYSTDGRINAYNLVMLKDDKHFFPPYDASPVVRDDTLKQHP 236 
Bacillus_coagulans_36D1_1                                 MDPSVRYHAIQQGKVNLMNAYSTDGELQRYHLVVLEDDKHFFPPYQGSPLLRQETVDKYP 236 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911                            LDANLMYSAVQEGEVDAIPAFTTDGRIVRFGLKVLEDDRQFFPPYYAAPIIRQETLAKYP 238 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911_1                          MEPKLRYSAVETGDINMVDAYSTDSELEAYNLKVLEDDKNLFPPYQGAPLLKKETLDDHP 236 
Bacillus_licheniformis_9945A_CC                           MQIGLVYDAVKNGKMDIVLAYSTDGRIKAYDLKLLKDDKRFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_licheniformis_DSM_13_Goettingen                  MQIGLVYDAVKNGKMDIVLAYSTDGRIKAYDLKLLKDDKRFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_megaterium_DSM319                                MEPKLRYRAVEKGDINMLDAYATDPEIKQFGLKVLKDDQQLFPPYQGAPVLREDTLKEHP 236 
Bacillus_megaterium_QM_B1551                              VEPKLRYRAVEKGDINVLDAYATDPEIKQFGLKVLKDDQQFFPPYQGAPVLREDTLKEHP 236 
Bacillus_megaterium_WSH-002                               MEPKLRYRAVEKGDINMLDAYATDPEIKQFGLKVLKDDQQFFPPYQGAPVLREDTLKEHP 236 
Bacillus_methanolicus_MGA3                                MEPKLRYHAINTGDINLVDAYSTDSELRQYHLVVLKDDKHLFPPYQGAPLLRKETVDKYP 236 
Bacillus_pseudofirmus_OF4                                 MEAALRSRALVSGDVDVIDAYSTDAYLVEYDLVVLEDDEQLFPPYQGAPLLREETLEEHP 236 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_CC                              MQIGLVYDALKNEKMDIVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDASPVVPEKVLKENP 236 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_Permease                        MEPKLRYRAIQKGDINLVDAYSTDSELRQYKLKVLNDDQHVFPPYQGAPLLRQETLTEYP 236 
Bacillus_selenitireducens_MLS10                           MDPGLRADAVESGDVQVTDAYSTDSYMIRYSLVALEDDEHVFPPFNGAPLFREEVLLAYP 237 
Bacillus_sp._1NLA3E                                       LDGGLRYTALNNHKSDAIDAFSTDGLLEAFHLKVLKDDKNFFPPYYAVPIIKQETLKKYP 234 
Bacillus_sp._JS_BC                                        MQIGLVYDAVKSRKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_sp._JS_CC                                        MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYHLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKAHP 236 
Bacillus_sp._X1(2014)_Permease                            VDGGLRYTALKNHKSDIIDAFSTDGLIQAFDLKVLKDDKNFFPPYYAVPIIKEETLKEHP 226 
Bacillus_subtilis_BEST7003_BC                             MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_BEST7003_CC                             MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_BSn5_BC                                 MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_BSn5_CC                                 MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKAHP 236 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_BC                 MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_CC                 MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_PY79_BC                                 MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_PY79_CC                                 MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_QB928_BC                                MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_QB928_CC                                MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_BC         MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEQVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_CC         MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_BC           MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEQVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_CC           MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKTLKDDKHFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_BC             MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_CC             MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_BC                    MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_CC                    MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_BC                       MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_CC                       MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKAHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_BC                        MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_CC                        MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKAHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_BC              MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_CC              MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_BC                     MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_CC                     MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKAHP 236 
Bacillus_subtilis_XF-1_BC                                 MQIGLVYDAVKSGKMDIVLAYSTDGRIKSYGLKMLKDDKQFFPPYDCSPVVPEKVLKEHP 236 
Bacillus_subtilis_XF-1_CC                                 MQIGLVYDAVKNGKMDAVLAYSTDGRIKAYDLKILKDDKRFFPPYDCSPVIPEKVLKAHP 236 
Bacillus_thuringiensis_Al_Hakam                           MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_BMB171                             MEPKLRYSAIESGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_Bt407                              MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_HD-771                             MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_HD-789                             MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_konkukian_sv_H34_97-27             MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_MC28                               MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_sv_chinensis_CT-43                 MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_sv_finitimus_YBT-020               MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_sv._kurstaki_HD73                  MEPKLRYSAIESGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_sv._thuringiensis_IS5056           MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_thuringiensis_YBT-1518                           MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_toyonensis_BCT-7112                              MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4                         MEPKLRYSAIQSGDVNVIDAYSTDSELEQYGLKVLKDDKGLFPPYQGAPLLRKETLQKYP 236 
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Bacillus_amyloliquefaciens_Campbell_DSM_7_BC              ELEGVINQMIGAIDTKMMQKMNYEVDGQLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_DSM_7_CC                       ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_BC                    ELEGVINQMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_CAU-B946_CC                    ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_BC                       ELEGVINQMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_CC178_CC                       ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_BC                    ELEGVINKMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_EGD-AQ14_CC                    ELKGIVNKLIGKIDTETMQGLNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_BC                       ELEGVINKMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_IT-45_CC                       ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_BC                      ELEGVINQMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_CC                      ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_BC                         ELEGVINQMIGAIDTKMMQKMNYEVDGQLKEPSIVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_CC                         ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_BC            ELEGVINKMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_AS43.3_CC            ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_BC             ELEGVINQMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_FZB42_CC             ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_BC          ELEGVINKMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5033_CC          ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_BC          ELEGVINKMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_UCMB5113_CC          ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2         ELEGVINKMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_plantarum_YAU_B9601-Y2_BC      ELKGIVNKLIGKIDTETMQGLNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_BC                       ELEGVINQMIGAIDTKMMQKMNYEVDGQLKEPSIVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_TA208_CC                       ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_BC                    ELEGVINKMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHYYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_UCMB5036_CC                    ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_BC                         ELEGVINQMIGAIDTKMMQKMNYEVDGQLKEPSIVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_CC                         ELKGIVNKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_BC                          ELEGVINKMIGAIDTKMMQKMNYEVDGRLKEPSVVAKEYLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_CC                          ELKGIVNKLIGKIDTETMQGLNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_anthracis_A0248                                  ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_anthracis_A16                                    ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_anthracis_A16R                                   ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_anthracis_Ames_Ancestor_A2084                    ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_anthracis_CDC_684                                ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_anthracis_H9401                                  ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_anthracis_Sterne                                 ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_anthacis_Vollum                                  ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_atrophaeus_1942_BC                               ELEGIIQKMLGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEYLQKHNYFE------ 283 
Bacillus_atrophaeus_1942_CC                               ELEGLLNKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHDYFE------ 283 
Bacillus_cereus_03BB102                                   ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_AH187                                     ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_AH820                                     ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_ATCC_10987                                ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_B4264                                     ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKEKLLR------ 283 
Bacillus_cereus_bv.anthracis_CI                           ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_E33L                                      ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_F837/76                                   ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_FRI-35                                    ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_G9842                                     ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_NC7401                                    ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_cereus_Q1                                        ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_clausii_KSM-K16_BC                               ELESILNQLAGLGSVEEISELNYRVDINDEDPYQVAGEFLQEKGLLKDEKE-- 285 
Bacillus_clausii_KSM-K16_CC                               ELSPLLERLTGTITTEKMQELNYMADVELKNPRLVAQTFLEENNYFKDKEESH 288 
Bacillus_coagulans_2-6                                    EIVPALNKLAGKITNTQMQKMNYEVGVKGKKAEDVARAFLVKEGLLKK----- 284 
Bacillus_coagulans_2-6_1                                  ELRKVLQKLVGKIDTKTMQQLNYESDVEMKEPSTVAKEFLEKHHYFEEG---- 285 
Bacillus_coagulans_36D1                                   ELRKVLQKLVGKIDTKTMQQLNYESDVEMKEPSTVAKEFLEKHHYFE------ 283 
Bacillus_coagulans_36D1_1                                 EIVPALNKLAGKITNTQMQKMNYEVGVKGKKAEDVARAFLVKEGLLKK----- 284 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911                            ELEEVINRLGNQISEEEMAEMNARVDLDKENPREVAIDFLKQKNLID------ 285 
Bacillus_infantis_NRRL_B-14911_1                          EIADALNKLAGKITDDQMREMNYKVNVDGMSAEDTAREFLKNEGLIE------ 283 
Bacillus_licheniformis_9945A_CC                           ELKETINKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAAEFLKKHNYFE------ 283 
Bacillus_licheniformis_DSM_13_Goettingen                  ELEETINKLIGKIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAAEFLKKHNYFE------ 283 
Bacillus_megaterium_DSM319                                ELKKILNQLGGKISDEEMREMNYQVNAKGKTAEEVAHQFLVKKGLIRE----- 284 
Bacillus_megaterium_QM_B1551                              ELKKILNQLGGKISDDEMREMNYQVNAKGKTAEEVAHQFLVKKGLIK------ 283 
Bacillus_megaterium_WSH-002                               ELKKILNQLGGKISDDEMREMNYQVNAKGKTAEEVAHQFLVKKGLIKE----- 284 
Bacillus_methanolicus_MGA3                                EIKEALNKLAGKITDDEMREMNYKVNVEGKSAEEVAREYLERKGLL------- 282 
Bacillus_pseudofirmus_OF4                                 ELKEILNQLAGMITEEEIQQMNYRVDYDDENPEDVAREFLQEKGFIQ------ 283 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_CC                              GLDKVINRLIGKIDTEQMQELNYQVDGELQEPATVAKNFLKKHNYFE------ 283 
Bacillus_pumilus_SAFR-032_Permease                        EIETSLNKLGCQITDDEMREMNYEVNVQGKDAFQVAKAYLKKKKLLH------ 283 
Bacillus_selenitireducens_MLS10                           EIEDVLNQLGGMITEEEMLQMNYQVDEEDRNAVDVAREYLEESGLLTP----- 285 
Bacillus_sp._1NLA3E                                       ELRDAINSLSGKLTDEKMRKLNYKVDSLKQAPAKVAKEYLEKENLLK------ 281 
Bacillus_sp._JS_BC                                        ELEGIIKKMIGKIDTATMQALNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHHYFES----- 284 
Bacillus_sp._JS_CC                                        ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_sp._X1(2014)_Permease                            ELKKVINLLAGKLTEEKMRELNYKVDSLKQSPEKVAREFLIKE---------- 269 
Bacillus_subtilis_BEST7003_BC                             ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_BEST7003_CC                             ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_BSn5_BC                                 ELEGIIKKMLGKIDTAMMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHHYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_BSn5_CC                                 ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_BC                 ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_subsp._natto_BEST195_CC                 ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_PY79_BC                                 ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_PY79_CC                                 ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_QB928_BC                                ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_QB928_CC                                ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_BC         ELEGTIQKMIGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHHYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_spizizenii_TU-B-10_DSM_15029_CC         ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_BC           ELEGTIQKMIGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHHYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_subsp._spizizenii_str._W23_CC           ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_BC             ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str._168_CC             ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_BC                    ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_subtilis_6051-HGW_CC                    ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_BC                       ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHHYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_subtilis_BAB-1_CC                       ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_BC                        ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_subtilis_BSP1_CC                        ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_BC              ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHRYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_subtilis_JH642_subAG174_CC              ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_BC                     ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHHYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_subtilis_RO-NN-1_CC                     ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_subtilis_XF-1_BC                                 ELEGIIKKMLGKIDTATMQELNYEVDGNLKEPSVVAKEYLEKHHYFES----- 284 
Bacillus_subtilis_XF-1_CC                                 ELEGVINKLIGQIDTETMQELNYEVDGKLKEPSVVAKEFLEKHHYFD------ 283 
Bacillus_thuringiensis_Al_Hakam                           ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_BMB171                             ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKEKLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_Bt407                              ELEKVLNKLSGKITDGEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLEKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_HD-771                             ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_HD-789                             ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_konkukian_sv_H34_97-27             ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKNSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_MC28                               ELEKVLNKLAGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_sv_chinensis_CT-43                 ELEKVLNKLSGKITDGEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLEKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_sv_finitimus_YBT-020               ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKRFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_sv._kurstaki_HD73                  ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKEKLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_sv._thuringiensis_IS5056           ELEKVLNKLSGKITDGEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLEKENLLR------ 283 
Bacillus_thuringiensis_YBT-1518                           ELEKVLNKLSGKITDGEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLEKENLLR------ 283 
Bacillus_toyonensis_BCT-7112                              ELEKVLNKLAGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKENLLR------ 283 
Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4                         ELEKVLNKLSGKITDEEMRKMNYEVNVNGKSSEEVAKQFLQKEKLLR------ 283 
                                                           :   :: :        :  :*            .*  :* .      	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Dargestellt ist das Aminosäuresequenz Alignment der extrazellulären OpuBC und OpuCC Proteine (ohne 
Signalsequenz) von 81 Bacillus Genomen. Grün markiert sind die aromatischen Aminosäuren, die den 
„aromatischen Cage“ für die Stabilisierung der Trimethylgruppen bilden. Grau markiert sind die Aminosäuren 
die eine Bindung zu den Carboxylgruppen der kompatiblen Solute bilden. Rot (OpuBC) und Blau (OpuCC) sind 
die Aminosäuren auf der Position 74 markiert. Beim OpuB Transporter sitzt an dieser Position ein Asp (D), 
während beim OpuC Transporter ein Thr (T) vorhanden ist (Pittelkov et al., 2011; Du et al., 2011). 
 
Das Alignment der SBP von 81 Bacillus Genomen (vollständig sequenziert) zeigte, dass die 
aromatsichen Aminosäuren die den „aromatischen Cage“ bilden hochkonserviert waren 
(Grün). An der Aminosäure Position 74 befindet sich immer ein D bei OpuB Transportern 
(Blau) und ein T bei OpuC Transportertypen (Rot). Wurde ein OpuB Transporter bei den 
Bacillus Stämmen gefunden, lag immer in unmittelbarer Nachbarschaft im Genom auch ein 
opuC Operon.   
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Mit den gefundenen Sequenzen der verschiedenen SBP der Bacillus Stämme wurde ein 




Abbildung 37: Phylogenie der extrazellulären SBP OpuBC und OpuCC und ihre Organisation im Genom 
der Gattung Bacillus. Phylogenetischer Baum der alignten SBP OpuBC und OpuCC von 81 Bacillus Genomen. 
Blau markiert sind die Stämme die ein OpuB und OpuC Transporter besitzen (B. amyloliquefaciens, B. 
atrophaeus 1942, B. sp. JS und B. subtilis). Alle anderen Stämme besitzen ausschließlich ein OpuC 
Transportertyp und einige Bacillus Stämme (rot markiert) besitzen eine OpuC Transportertyp bei dem das SBP 
an die Permease anfusioniert ist.   
Von 84 analysierten Genomen besaßen 77 Stämme ein OpuC Transportertyp und 4 Stämme 
ein OpuC Transporter zusammen mit einem OpuB Transporter. Hierbei war besonders 
interessant das bei einigen Stämmen, die ein OpuC Transportertyp besaßen, das SBP an der 
Permease fusioniert war. Solche fusionierten Transporter wurden bereits bei OpuA 
Transportertypen identifiziert (van der Heide and Poolman, 2000;  van der Heide and 
Poolman, 2002; Smits et al., 2008).  	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